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É bem conhecido que nanopartículas de ouro (AuNPs) apresentam superfície 
favorável para adsorção de biomoléculas; porém, os efeitos provocados na 
estrutura, conformação e outras propriedades das biomoléculas ainda são pouco 
entendidos. Neste trabalho foram utilizadas AuNPs de morfologias diferentes 
(esferas e bastões) e as biomoléculas goma arábica, quitosana sulfatada, lipase de 
Candida sp. (CALB) e lisozima. São apresentados três estudos das interações 
envolvidas na interface nano-bio e seus efeitos nas propriedades do material bio-
híbrido. No primeiro estudo, foi avaliado o uso dos polissacarídeos naturais goma 
arábica (GA) e quitosana sulfatada (ChiS) na encapsulação de nanobastões de 
ouro (AuNRs). As interações foram elucidadas por FTIR e as imagens de 
microscopias mostraram que estruturas auto-montadas distintas foram obtidas, 
pois AuNRs individuais foram observadas na presença da ChiS enquanto que 
clusters de AuNRs foram formados na presença da GA.  No segundo estudo, foi 
avaliado o uso da CALB como agente estabilizante para AuNPs. Foi realizado um 
estudo comparativo adicionando a CALB antes e após a formação das AuNPs. Por 
imagens de MET e análise por espectroscopia no UV-Vis, foi observado a obtenção 
de AuNPs estáveis e principalmente esféricas nos dois casos. Por outro lado, 
caracterizando a conformação da CALB por espectroscopia de fluorescência e de 
CD, foi observado mudanças em sua estrutura terciária e secundária. A atividade 
catalítica da CALB foi mantida acima de 80% para os dois materiais bio-híbridos. 
Pelo estudo de interação, foi avaliado que as mudanças na conformação da CALB 
dependeram da concentração de AuNPs. No terceiro estudo, foi analisada a 
influência das AuNPs no processo de fibrilação da lisozima e as interações 
envolvidas entre as AuNPs e a lisozima na forma globular e fibrilar. As AuNPs 
desaceleram o início da formação das fibras, porém, após atingir o equilíbrio, foi 
observado maior quantidade de lisozima na conformação folhas -pregueadas ao 
final da fibrilação. Por outro lado, a adição das AuNPs em fibrilas pré-preparadas 
acarretou em mudanças nesta conformação. Assim, apesar da necessidade de 
estudos mais aprofundados, as AuNPs se mostraram promissoras em aplicações 
envolvendo proteínas amilóides. Portanto, os resultados obtidos nos três estudos 
realizados neste trabalho contribuem para o desenvolvimento de novos materiais 
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It is well-known that gold nanoparticles (AuNPs) exhibit favorable surface that can 
easily adsorb biomolecules; however, the effects promoted in their structure, 
conformation and other properties remain poorly understood. We report a study on 
the involved interactions at the nano-bio interface between AuNPs of different 
morphologies (spheres and rods) and the biomolecules gum arabic, sulfated 
chitosan, lipase de Candida sp. (CALB) and lysozyme. It is presented three studies 
of the interactions at the nano-bio interface and their influence on the properties of 
the bio-hybrid materials. In the first study, it was evaluated the use of the natural 
polysaccharides gum arabic (GA) and sulfate chitosan (ChiS) in the encapsulation 
of gold nanorods (AuNRs). The interactions were elucidated by FTIR and the 
microscopy images showed that distinct self-assembled structures were obtained, 
since individual AuNRs were observed in presence of ChiS whereas AuNR clusters 
were formed in presence of GA. In the second study, it was evaluated the use of 
CALB as stabilizing agent for AuNPs. It was conducted a comparative study where 
CALB was added before and after the synthesis of AuNPs. By TEM images and UV-
Vis analysis, it was observed the formation of stable and mainly spherical AuNPs in 
both cases. On the other hand, the characterization of CALB conformation through 
fluorescence and CD spectroscopies showed changes on its secondary and tertiary 
structure. The catalytic activity of CALB was kept over 80% for the both bio-hybrid 
materials. By the interactions study, it was evaluated that the changes on CALB 
conformation depended on the concentration of AuNPs. In the third study, it was 
analyzed the influence of AuNPs in the lysozyme fibrillation process and the 
interactions involved between AuNPs and lysozyme in its globular and fibrillar form. 
The AuNPs slowed down the fibrils formation, however, once the equilibrium is 
reached, the content of -sheet was increased at the end of fibrillation. On the other 
hand, the addition of AuNPs on pre-formed fibrils promoted changes on -sheet 
conformation. Then, although a deeper understanding is needed, AuNPs are 
promising in applications involving amyloid proteins. Therefore, the results obtained 
in the three presented studies contribute in the developing of new 
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1.1. JUSTIFICATIVA E APRESENTAÇÃO DO TRABALHO 
Embora a nanotecnologia venha avançando muito nos últimos anos com o 
desenvolvimento de novos materiais de propriedades singulares e aplicações 
potenciais, os seus efeitos provocados nas biomoléculas presentes em meios 
biológicos ainda é pouco entendido. A elucidação das interações envolvidas na 
interface entre os nanomateriais e as biomoléculas é fundamental para a aplicação 
dos nanomateriais, na fabricação de estruturas nanobioconjugadas, além da 
avaliação de seus efeitos biocompatíveis ou bioadversos 1-4. Portanto, o estudo dos 
fenômenos que ocorrem na interface nano-bio permitem o desenvolvimento de 
metodologias para o uso seguro dos nanomateriais e design de novos materiais 
para aplicações biológicas.  
Dessa forma, este trabalho propõe o estudo das interações na interface entre 
nanopartículas de ouro e biomoléculas, explorando as interações coloidais 
envolvidas e os efeitos causados em suas respectivas propriedades intrínsecas. 
Foram exploradas as interações entre nanopartículas de ouro esféricas (AuNPs) e 
na forma de bastões (AuNRs) com polissacarídeos naturais (goma arábica e 
quitosana sulfatada) e enzimas (CALB e lisozima) e a relação dessas interações 
com as estruturas e/ou funções dessas biomoléculas. O estudo das interações na 
interface nano-bio utilizando nanopartículas de ouro é de grande interesse por estas 
serem muito exploradas e terem suas propriedades bem-estabelecidas (como 
controle de síntese, características da superfície química e propriedades 
plasmônicas) com uma quantidade crescente de trabalhos utilizando as 
nanopartículas de ouro principalmente para bio-aplicações. 
 
1.2. INTERFACE NANO-BIO 
A nanociência e a nanotecnologia não se restringem à uma área científica 
isolada, ela é uma complexa base que integra ciências fundamentais como química, 
física e biologia, com enorme interdisciplinaridade que abrange diferentes áreas 
desde a medicina e a biotecnologia à outras como engenharia e tecnologia da 
informação, entre muitos outros exemplos 5-7. Com isso, a nanociência e a 
nanotecnologia vêm apresentando grandes avanços nos últimos anos, 
desenvolvendo nanomateriais organizados com grande potencial em trazer novas 
20 
 
alternativas para problemas da sociedade através de tecnologias com propriedades 
inovadoras 5-8.  
No entanto, apesar da rápida expansão do desenvolvimento e aplicação dos 
nanomateriais, ainda há muitas dúvidas em relação aos efeitos adversos e tóxicos 
que estes materiais podem provocar a meios biológicos 3, 9, 10. Estudos mostram 
que os efeitos biológicos que podem ser provocados por nanomateriais não são 
determinados apenas pela sua composição química, mas também são 
dependentes das características das partículas, como tamanho, morfologia, carga 
superficial e modificação química da superfície 3, 10-13. Além disso, quando em 
contato com meios biológicos, a interface entre o nanomaterial e as biomoléculas 
presentes no meio também apresenta as suas próprias características, tais como 
tamanho, dimensão e carga de superfície 3. Logo, as características da interface 
nano-bio que surgem nesses sistemas dependem da natureza das interações entre 
os nanomateriais e as biomoléculas. 
De maneira simplificada, a interface nano-bio consiste em três componentes 
principais: a superfície do nanomaterial, as biomoléculas adsorvidas e a interface 
entre o nanomaterial e as biomoléculas 1, 3, 14, conforme ilustrado 
esquematicamente na FIGURA 1. As principais forças intermoleculares que 
ocorrem na interface nano-bio são interações hidrofóbicas, eletrostáticas e ligações 
de hidrogênio entre as biomoléculas e a superfície da nanopartícula 3. Essas 
interações podem influenciar tanto as propriedades dos nanomateriais como das 
biomoléculas 15. Consequentemente, o conhecimento dos fenômenos que ocorrem 
FIGURA 1. Esquema ilustrativo da adsorção de biomoléculas na superfície de nanopartículas, 




na interface nano-bio é fundamental para o desempenho dos nanomateriais em 
sistemas biológicos e da síntese de estruturas nanobioconjugadas, assim como a 
utilização segura destes materiais 5, 6, 13, 15, 17. A performance e o uso seguro dos 
nanomateriais são essenciais para a avaliação da toxicidade, biodistribuição e 
manutenção das propriedades tanto do nanomaterial como das entidades 
biológicas 1, 18. No entanto, a elucidação desses fenômenos ainda é um desafio 
para os pesquisadores devido à natureza dinâmica e complexa que ocorre na 
interface nano-bio 3. 
Nos últimos anos, houve um aumento no número de estudos relacionados à 
interface nano-bio que avaliaram a aplicação dos nanomateriais em meios 
biológicos e no desenvolvimento de materiais nanobioconjugados 1, 17, 19. Por 
exemplo, foi estudada a adsorção imediata das proteínas presentes em meios 
biológicos as quais formaram uma coroa de proteínas na superfície dos 
nanomateriais 20-23. Com isso, também surgiram investigações de grande 
importância sobre as mudanças de conformação das proteínas quando adsorvidas 
na superfície dos nanomaterias e o impacto que essas alterações podem causar 
na estabilidade e funções desses materiais 15, 24. Outros estudos exploraram as 
propriedades de montagem entre os nanomateriais e biomoléculas específicas para 
a fabricação de novos materiais nanobioconjugados 19, 25, 26.  
Portanto, estes estudos vêm contribuindo para as investigações das 
interações na interface nano-bio em condições reais, as quais são consideradas 
como um grande desafio para os estudos nanobiológicos 3. Dessa forma, as 
carências no conhecimento sobre os fenômenos que ocorrem em nível molecular e 
celular estão sendo identificadas e soluções estão sendo criadas para superar as 
limitações dos métodos atuais. Como resultado, nanomateriais com performance 
biológica otimizada e de uso seguro estão sendo desenvolvidos para aplicações 
em biosensores, biocatálise, nanobiodispositivos, entre outros 1, 3, 27. 
 
1.3. NANOPARTÍCULAS DE OURO (AUNPS) 
1.3.1. Características das AuNPs 
As nanopartículas de ouro (AuNPs) têm atraído o interesse de cientistas 
durante todo o último século, mas é considerado que o avanço das pesquisas com 
AuNPs foi acelerado a partir da década de 2000, com a síntese de diversas 
morfologias 1D, 2D e 3D e de estruturas ocas 28, 29. Comparado com outras 
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nanopartículas metálicas, as AuNPs apresentam diversas vantagens devido às 
suas propriedades ópticas, magnéticas, eletrônicas e outras propriedades que 
podem ser controladas 28, 30. Dessa forma, essas características proporcionam o 
desenvolvimento de materiais inteligentes com AuNPs os quais podem ser 
utilizados em nível biomolecular 30. Além disso, associado a fácil funcionalização 
de sua superfície, amplia muito a diversidade de aplicações das AuNPs 28. 
Três propriedades principais para o sucesso das AuNPs são destacadas 31. 
Em primeiro lugar, a estabilidade física das AuNPs, a qual implica em sua 
biocompatibilidade. Além disso, ressalta a facilidade de funcionalização da 
superfície das AuNPs com biomoléculas e moléculas orgânicas e, por último, a 
grande variedade de propriedades ópticas relacionadas à ressonância plasmônica 
de superfície das AuNPs 32-34.  
Essas propriedades são originadas principalmente pela elevada razão 
área/volume das nanopartículas. Como resultado, são gerados os efeitos de 
confinamento quântico e os efeitos de superfície 35, 36, os quais estão representados 
esquematicamente na FIGURA 2.  
 
 
FIGURA 2. Esquema ilustrativo do (A) efeito de confinamento quântico, representando o aumento 
das distâncias entre as bandas de valência (BV) e as bandas de condução (BC) em função da 
diminuição do tamanho da nanopartícula, e do (B) efeito de superfície exemplificando o aumento 
da razão área/volume em função da diminuição do tamanho da nanopartícula. Fonte: adaptado de 
36, 37. 
 
O efeito de confinamento quântico ocorre devido aos elétrons ocuparem um 
volume reduzido nos orbitais atômicos ou moleculares das nanopartículas 36. Com 
isso, os elétrons ficam confinados e são impedidos de se deslocarem livremente 
entre as bandas de valência (BV) e as bandas de condução (BC). Com a diminuição 
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do tamanho das nanopartículas e o aumento da razão superfície/volume, a 
distância entre as bandas BV e BC aumenta e os elétrons ficam cada vez mais 
confinados, levando ao aumento da energia total do sistema 35, 36, conforme 
ilustrado na FIGURA 2(A). O efeito de superfície ocorre pela elevada energia 
superficial das nanopartículas 36, 38. Os átomos presentes na superfície são mais 
energéticos por terem número de coordenação incompleto e poucos átomos 
vizinhos ligados a eles. Dessa forma, com a diminuição do tamanho das 
nanopartículas e o aumento da razão superfície/volume, a fração de átomos na 
superfície é maior em relação à quantidade total de átomos na partícula, 
provocando o aumento da energia total do sistema 36, 38, conforme representado na 
FIGURA 2(B). Devido à elevada atividade superficial, as nanopartículas 
apresentam a tendência de se agregarem a fim de diminuir a energia total. Para 
contornar esse problema, normalmente, a síntese das nanopartículas é feita na 
presença de agentes estabilizantes 39. 
 
1.3.2. Síntese e obtenção das AuNPs 
 Para a obtenção das AuNPs, a estratégia comumente utilizada é pelo uso 
de agentes redutores para promover a nucleação dos íons de ouro e formarem as 
nanopartículas 34, 40. Entre elas, a estratégia mais utilizada é pela redução do 
HAuCl4 em água por citrato de sódio, descrita pela primeira vez por Turkevitch em 
1951, onde foram obtidas AuNPs esféricas de cerca de 20 nm 34, 41. Por outro lado, 
a síntese de AuNPs utilizando o NaBH4 como agente redutor produz nanopartículas 
ainda menores e mais monodispersas do que as obtidas pelo método de Turkevitch, 
obtendo AuNPs esféricas com diâmetro em torno de 5 nm 42. A síntese de AuNPs 
utilizando tióis como agentes estabilizantes, os quais são amplamente empregados 
atualmente, foi descrito pela primeira vez apenas em 1993 por Mulvaney e Giersig 
34, 43. O desenvolvimento dos métodos conhecidos como seed-mediated para a 
obtenção de nanopartículas isotrópicas, desencadeou uma série de estudos e, 
provavelmente, fez das AuNPs a classe de nanopartículas metálicas com mais 
trabalhos de diferentes morfologias 34. Como por exemplo, Wiesner e Wokaun 
demostraram pela primeira vez AuNPs no formato de nanobastões obtidas pelo 
método seed-mediated e, posteriormente, sínteses com melhor controle de 




Além das diversas morfologias, as AuNPs são muito atrativas por poderem 
facilmente ser preparadas e modificadas por uma variedade enorme de 
biomoléculas como aminoácidos, peptídeos, proteínas, enzimas, DNA, RNA, entre 
outras 49-52. As biomoléculas podem atuar como um “molde” para o crescimento e 
formação das AuNPs quando presentes durante a síntese 19. Estas biomoléculas 
apresentam sítios de interação específicos com as facetas nanocristalinas das 
AuNPs, levando à formação de novas estruturas e/ou arranjos complexos que antes 
não seriam obtidos 19. Com isso, a partir dessas interações, funções biológicas são 
inseridas nas AuNPs. Além disso, por sua vez, essa interação pode melhorar as 
propriedades das biomoléculas, como por exemplo, o aumento da estabilidade e 
atividade catalítica de enzimas 27. 
 
1.3.3. Banda de ressonância plasmônica de superfície (banda SPR) 
Sob a incidência de uma radiação eletromagnética, os elétrons presentes na 
BC das AuNPs são oscilados coletivamente 53, 54. Como resultado, há a polarização 
da nuvem eletrônica e ocorre uma absorção acentuada de energia em determinado 
comprimento de onda no espectro na região do ultravioleta-visível (UV-Vis), 
conforme representado na FIGURA 3 54. Esses efeitos dão origem a conhecida 
banda de ressonância plasmônica de superfície (SPR), a qual é uma excelente 
ferramenta de monitoramento das AuNPs 53. A banda SPR é observada apenas 
para metais com elétrons livres na banda de condução 53. Basicamente, apenas 
Au, Ag e Cu apresentam banda SPR na região do visível, sendo que Au e Ag são 
os mais estudados por terem melhor estabilidade química 53, 55. 
 
 
FIGURA 3. Esquema representativo da oscilação coletiva dos elétrons, na banda de condução 
(BC) de nanopartículas metálicas, polarizando a nuvem eletrônica, quando incididos por um 
campo eletromagnético. Fonte: adaptado com permissão de American Chemical Society 56. 
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 O perfil da banda SPR depende principalmente do tamanho, morfologia e o 
meio de dispersão das AuNPs. 53. A FIGURA 4 a seguir apresenta a comparação 
de bandas SPR de AuNPs de diferentes tamanho e morfologias. Nanopartículas de 
tamanhos maiores apresentam banda SPR deslocada para comprimentos de onda 
maiores devido ao tamanho maior da nuvem eletrônica polarizada 35. 
Nanopartículas anisotrópicas podem apresentar mais de uma banda SPR no 
espectro UV-Vis. Como por exemplo, os nanobastões de ouro (AuNRs), os quais 
apresentam duas bandas SPR, uma transversal e outra longitudinal, devido a 
orientação das duas dimensões do nanobastão em relação ao campo 
eletromagnético 35, 53. A razão entre o comprimento e largura dos AuNRs é chamada 
de razão de aspecto. 
 
FIGURA 4. Perfis de absorção das bandas de ressonância plasmônica de superfície (SPR) em 
função dos diferentes tamanhos e morfologias das AuNPs, onde estão apresentados AuNPs 
esféricas menores (preto) e maiores (azul escuro) e os AuNRs com crescentes razões de aspecto 
(azul claro, verde e vermelho, respectivamente). Fonte: adaptado com permissão de Royal Society 
of Chemistry 35. 
 
 Além disso, a banda SPR depende de vários outros fatores associados ao 
meio dispersante, como a constante dielétrica e o pH, e pela interação com outras 
moléculas, pois alteram a distribuição da densidade de cargas na superfície das 
AuNPs e, consequentemente, a oscilação coletiva dos elétrons presentes na BC 53, 
57. Com isso, o monitoramento da SPR tem se tornado uma ferramenta excelente 
para o estudo e aplicações das AuNPs 34, como por exemplo, no monitoramento da 
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estabilidade de AuNPs em diferentes fluídos fisiológicos simulados 17, 39, 58 e na 
adsorção de polissacarídeos em AuNRs 24, 40, 59. 
 
1.3.4. Bioaplicações das AuNPs 
As propriedades das AuNPs têm muito destaque em aplicações biomédicas 
28, 57. Como por exemplo, a superfície das AuNPs pode ser funcionalizada para o 
reconhecimento de moléculas específicas, como proteínas e DNA, em meios 
biológicos e podem ser monitoradas pelas mudanças de absorção da banda SPR 
28. As AuNPs também têm apresentado resultados de grande interesse em 
aplicações de terapia fototermal por apresentarem larga absorção na região do 
infravermelho próximo 57, 60. Outra característica interessante é que as AuNPs 
permanecem por longo tempo na circulação sanguínea e são acumuladas 
seletivamente em lugares de interesse através das características do efeito de 
aumento de retenção e permeação (EPR) e também pela modificação de superfície 
com moléculas especificas 28, 57, 61, 62. 
Os estudos com as AuNPs que combinam as propriedades de ambos 
agentes terapêuticos e de diagnóstico em um único material deu origem ao conceito 
theranostic 28. Resultados significativos estão sendo obtidos, onde estão sendo 
desenvolvidas estratégias para o tratamento e diagnóstico de doenças com 
redução dos efeitos colaterais 63. Como por exemplo, as AuNPs vêm apresentando 
resultados promissores para detecção e tratamento de câncer, Alzheimer, HIV, 
hepatite, diabetes, entre outras 57. Dessa forma, as pesquisas voltadas para o 
estudo das interações entre as AuNPs e as proteínas detectadas nessas doenças 
têm sido cruciais para explorar o potencial das AuNPs na detecção e tratamento de 
diferentes doenças 64.  
Além disso, as pesquisas com as AuNPs vêm apresentado o 
desenvolvimento de novas técnicas para o diagnóstico e tratamento precoce de 
doenças como o câncer e está contribuindo para o aumento das taxas de 
sobrevivência dos pacientes 28, 61. O desenvolvimento de novos métodos que 
ofereçam técnicas que combatam esse tipo de doença sem a necessidade de 
cirurgia será um enorme avanço na medicina 65.  Além disso, o objetivo de 
tratamentos utilizando AuNPs bioconjugadas é no futuro conseguir diminuir os 
efeitos colaterais que há nos tratamentos convencionais, superar problemas com 
solubilidade e estabilidade das drogas, melhorando a sua eficiência e 
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biodistribuição. Entre todas as propriedades das AuNPs, a sua boa dispersão e 
estabilidade tem efeito significativo afetando diretamente no seu desempenho 
terapêutico final 66. No entanto, ainda pouco se sabe dos efeitos a longo prazo com 




As biomoléculas são sintetizadas por organismos vivos e apresentam 
funções biológicas específicas 67. As suas funções biológicas são extremamente 
dependentes da estrutura e conformação da biomolécula. Além disso, as ligações 
covalentes e os grupos funcionais presentes em sua estrutura também tem papel 
importante nas funções desempenhadas 67. Alguns exemplos de biomoléculas são 
as proteínas, os polissacarídeos, os ácidos nucléicos e os lipídeos.  
Devido à grande importância das funções biológicas dessas moléculas, há 
muito tempo diversos trabalhos vêm sendo realizados a fim de investigar suas 
propriedades. Além disso, atualmente, novos trabalhos vêm sendo realizados com 
o objetivo de combinar as propriedades biológicas das biomacromoléculas com 




Os polissacarídeos são carboidratos, os quais são as biomoléculas mais 
abundantes no planeta e estão presentes nos organismos dos cinco reinos dos 
seres vivos 67. Os polissacarídeos são biopolímeros com estrutura composta por 
pelo menos 20 unidades sacarídeas unidas por ligações glicosídicas, podendo ter 
cadeias lineares ou ramificadas 67. Eles diferem entre si pelas unidades sacarídeas 
que compõem sua estrutura, no tamanho das cadeias e no grau de ramificação 67.  
Os polissacarídeos apresentam uma variedade de grupos funcionais em sua 
estrutura, tais como grupos amino, hidroxilas e carboxilatos os quais são atrativos 
para interagir com a superfície das AuNPs 68. Em geral, as interações entre os 
polissacarídeos e as AuNPs são favoráveis e estabilizam as AuNPs. Além disso, 
por serem produtos naturais, os polissacarídeos têm propriedades atrativas para 
aplicações biológicas como biodegrabilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade 
69. Com isso, os polissacarídeos vêm sendo empregados como agentes 
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estabilizantes para AuNPs esféricas de forma bem sucedida 39, 68. Porém, poucos 
trabalhos são encontrados utilizando os polissacarídeos como agentes 
estabilizantes para AuNPs de outras morfologias 40.  
 
1.4.1.1. Goma arábica (GA) 
A goma arábica (GA) é um polissacarídeo exsudado naturalmente dos 
troncos e cascas das árvores de acácia. A goma é produzida como mecanismo de 
defesa quando as árvores sofrem algum tipo de estresse, como ataque microbiano 
ou lesões físicas 70. As espécies Acacia senegal e Acacia seyal são naturais dos 
países africanos onde a GA extraída apresenta alto valor comercial 71. No Brasil, 
são plantadas as árvores de acácia da espécie Acacia mearnsii principalmente na 
região sul do país, onde são exploradas a sua casca para extração de taninos e o 
tronco para lenha; porém, a goma exsudada é descartada e ainda não apresenta 
valor comercial 62, 70, 71. 
A estrutura da GA é bastante ramificada e altamente complexa 72, 73, 
composta por monossacarídeos neutros (galactose, arabinose e ramnose) e ácidos 
(ácido glucurônico e ácido 4-O-metil-glucurônico), e também por frações de 
proteínas de massa molar alta e baixa, que constituem em torno de 5 a 20% em 
massa da composição 71-74. A FIGURA 5 apresenta a estrutura esquemática da GA 
e os principais monossacarídeos que a constitui. A composição monossacarídica e 
o teor proteico da GA estão apresentados na TABELA 1. A quantidade e a 
distribuição das frações de monossacarídeos e proteínas na estrutura da GA 




FIGURA 5. Esquema representativo da (A) estrutura da goma arábica (GA) e (B) as principais 




TABELA 1. Composição monossacarídica e teor proteico da goma arábica72.  
Amostra 




(%)b Ramnose Arabinose Galactose 
Ácido 
urônicoa 
GA 13 31 39 17 95 4 
a Dosado pelo método 77.   
b Dosado pelo método 78. 
 
Com isso, a GA apresenta ótimas propriedades emulsificantes, 
estabilizantes e espessantes, pelas quais é amplamente empregada nas indústrias 
farmacêuticas, alimentícias e de cosméticos, além das suas características de 
biocompatibilidade e baixa toxicidade que também contribuem para essas 
aplicações 70, 79, 80. Com a diversidade de grupos funcionais presentes em sua 
estrutura (carboxilas, hidroxilas, amino) e a sua estrutura ramificada complexa, a 
GA tem se mostrado um excelente agente estabilizante para diversos tipos de 
nanomateriais 39, 40, 73, 75, 79, 81-83. 
 
1.4.1.2. Quitosana (Chi) 
A quitosana (Chi) é um polissacarídeo linear, formada pelas unidades 
monossacarídicas de N-acetil-D-glucosamina e D-glucosamina unidas por ligação 
-glicosídicas (1→4), distribuídas aleatoriamente na cadeia 84. É obtida pela 
desacetilação da quitina, a qual é extraída dos exoesqueletos de invertebrados 84, 
85. A desacetilação é feita por um tratamento com solução alcalina concentrada 
para hidrolisar o grupo acetila da quitina 84, conforme esquematizado na FIGURA 
6. Com isso, a solubilidade da quitosana se torna maior do que a da quitina, porém, 
mesmo assim, a quitosana de massa molar alta e média é solúvel apenas em 
soluções com pHs em torno de 3,5, apesar do seu pKa ser 6,3 68, 84. Estratégias 
para melhorar a solubilidade da Chi são realizadas pela modificação da sua 
estrutura química, como por exemplo, com a inserção de grupos sulfatos, os quais 




FIGURA 6. Estruturas químicas da quitina e quitosana, destacando os grupos funcionais 
envolvidos no processo de desacetilação. Fonte: adaptado com permissão de Elsevier 85. 
 
As propriedades da Chi podem variar dependendo do grau de desacetilação 
promovido, tamanho molecular e polidispersão de tamanho 84. A Chi é muito 
utilizada para aplicações biológicas por ser biodegradável, biocompátivel e ter baixa 
toxicidade 86, 88. Além disso, a Chi apresenta propriedades antimicrobianas, 
antitumorais, anticoagulantes e de cicatrização as quais são muito atrativa para o 
uso em carreadores de fármacos, peles artificiais e anticoagulantes de sangue 84, 
86. Ainda, a Chi também é utilizada em processos industriais para ser empregada 
como espessantes, adesivos, membranas e agentes quelantes para metais 84. 
Além disso, a Chi apresenta propriedades de interesse para ser aplicada em 
processos de interação, como por exemplo, em membranas celulares 89. Essa 
característica é resultado dos grupos aminos que estão protonados na estrutura da 
Chi quando dissolvida em meios fisiológicos 85, 90. Dessa forma, a Chi se torna uma 
macromolécula catiônica fazendo com que ela tenha interações favoráveis com 
superfícies carregadas negativamente 85, 90. Com isso, ela apresenta interações 
favoráveis com as AuNPs, mostrando ótimas propriedades de estabilização coloidal 
88. 
 
1.4.2. Proteínas e enzimas 
As proteínas são biopolímeros responsáveis por diversas funções biológicas 
essenciais 91. Como por exemplo, as proteínas apresentam propriedades 
catalíticas, de transporte e armazenamento de moléculas pequenas, no controle de 
diferentes processos mecânicos, de imunidade, transmissão, crescimento, entre 




Estruturalmente, as proteínas são macromoléculas constituídas por uma 
cadeia de aminoácidos (cadeia polipeptídica) em uma sequência específica, sendo 
que a diferenciação entre as diversas proteínas se dá em função da proporção e 
distribuição destes resíduos em sua estrutura 67. Os resíduos de aminoácidos são 
compostos por um átomo de carbono central, ligado a um grupo carboxila, um grupo 
amino e um grupo R, conforme apresentado na FIGURA 7(A). Os aminoácidos se 
diferenciam pela estrutura do grupo R, resultando nas diferentes propriedades entre 
os aminoácidos 67, 92. Alguns exemplos dos aminoácidos são apresentados na 
FIGURA 7(B-D), com seus respectivos grupos R destacados: (B) leucina, o 
aminoácido mais recorrente nas proteínas, (C) histidina, um dos aminoácidos 
presentes no sítio catalítico da CALB e, (D) aspartato, um dos aminoácidos 
presentes no sítio catalítico da lisozima. 
 
FIGURA 7. (A) Estrutura geral dos aminoácidos. Exemplos de aminoácidos encontrados nas 
proteínas, com os respectivos grupos R destacados: (B) leucina, (C) histidina e (D) aspartato. 
Fonte: adaptado de 67 
 
A sequência dos resíduos de aminoácidos forma a estrutura primária de 
proteínas. A partir das atrações ou repulsões entre os grupos R dos resíduos de 
aminoácidos, a cadeia polipeptídica se rearranja a fim de obter uma conformação 
mais estável formando a estrutura secundária de proteínas 67. A estrutura 
secundária pode ser enovelada na forma de -hélice, folhas -pregueadas ou ainda 
outras formas irregulares e pode ser caracterizada, por exemplo, pela técnica de 
espectroscopia de dicroísmo circular. Estas estruturas podem ser dobradas em um 
rearranjo tridimensional, formando a estrutura terciária, a qual geralmente é 
caracterizada pela fluorescência de resíduos hidrofóbicos como o triptofano (Trp) 
67. Ainda, proteínas com mais de uma subunidade polipeptídica, podem se auto-
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montar, dando origem à estrutura quaternária das proteínas 67. A FIGURA 8 ilustra 
as diferentes estruturas de uma proteína. 
 
FIGURA 8. Esquema ilustrativo das estruturas primária, secundária, terciária e quaternária de 
proteínas. Fonte: adaptado de 67. 
 
As enzimas são uma classe especial das proteínas pela sua função catalítica 
nas mais diversas reações em todos os organismos 67. Elas são biocatalisadores 
notáveis, apresentam quimio-, régio- e estereosseletividade, muito atrativas para 
diversas aplicações na indústria, biotecnologia e pesquisa 93-95. Em geral, as 
enzimas podem catalisar reações com velocidades de 5 a 17 ordens de grandeza 
maiores em comparação às reações realizadas na ausência de enzimas 67. 
Portanto, com a grande importância das funções enzimáticas, estudos de 
interação com diferentes moléculas pequenas têm sido realizados a fim de analisar 
a manutenção ou inibição das propriedades da enzima 96. Diversos estudos de 
interação com nanopartículas são realizados, em sua maioria, voltados para 
aumento da atividade catalítica em aplicações biotecnológicas ou na relação com 
as mudanças de conformação provocadas e o impacto nas funções da enzima 
visando aplicações biomédicas 27, 97. Com isso, considerando a importância e as 
propriedades específicas das enzimas, o conhecimento sobre as interações 
envolvidas com é essencial para o desenvolvimento de novas tecnologias. 
 
1.4.2.1. Lipase de Candida sp. (CALB) 
As lipases são encontradas em organismos vivos 98 e tem papel importante 
no metabolismo e hidrólise de gorduras 99, 100. Elas são versáteis por catalisarem 
diversas reações como transesterificação, esterificação, alcoólise, acidólise 94, 99, 
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101-104 e na hidrólise de triacilglicerídeos em glicerol e ácidos graxos 98, sendo esta 
última muito visada na produção do biodiesel 105.  
A lipase de Candida sp. (CALB) é uma lipase bastante estudada e 
empregada, apresentando um grande número de patentes registradas para 
diversas  aplicações 98. A CALB é uma proteína monomérica a qual consiste de 317 
resíduos de aminoácidos, com 5 resíduos de triptofano, massa molar de 33 kDa e 
seu ponto isoelétrico é 5,8 98, 106. O sítio catalítico da CALB é composto por uma 
tríade de resíduos de aminoácidos de serina (Ser), histidina (His) e um resíduo 
carboxílico de ácido aspártico ou glutâmico (Asp/Glu) 98. 
Diferente das outras lipases, a CALB não apresenta em sua estrutura a 
tampa hidrofóbica que recobre o sítio catalítico, fazendo com que fique mais 
disponível para o contato com o substrato 98, 107. Portanto, esta característica 
favorece o uso da CALB como um eficiente catalisador, podendo ser aplicada tanto 
na hidrólise em meio aquoso como na esterificação em solventes orgânicos 98, 108.  
A mudança de conformação da CALB pode ser promovida, por exemplo, pela 
adsorção física em superfícies 109. Diferentes métodos de adsorção são 
empregados a fim de alterar a estabilidade, atividade ou até mesmo 
enantiosseletividade da CALB 109-112, como por exemplo, utilizando nanomateriais 
27. Por outro lado, a interação com nanomateriais também pode levar à 
desnaturação da CALB, dependendo da hidrofobicidade e do tamanho da superfície 
do nanomaterial 109, 113. Portanto, o estudo da relação da conformação com a 
estabilidade e atividade da CALB na presença de nanomateriais, da mesma 
maneira com outras moléculas, é tão importante para aplicações biotecnológicas 
assim como biomédicas da CALB. 
 
1.4.2.2. Lisozima 
A lisozima é uma proteína que tem capacidade de hidrolisar ligações (1→4) 
glicosídicas de carboidratos presentes na estrutura de paredes celulares. Está 
presente na clara de ovo de galinha (HEWL, do inglês hen egg white lysozyme) 114. 
Devido à sua ação nas paredes celulares, tem característica bactericida, e também 
são encontrados trabalhos relatando sua atividade antitumoral, antifúngica e no 
combate do vírus HIV 24, 114-118. Com isso, a lisozima é muito utilizada na indústria 
farmacêutica e de alimentos 114. 
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A lisozima, por ser muito abundante e bastante estudada, com estrutura e 
propriedades bem conhecidas, é uma enzima modelo para estudos de 
conformação, dinâmica e interações de proteínas 24. A lisozima é uma enzima 
globular pequena com 129 resíduos de aminoácidos, com 6 resíduos de triptofano, 
massa molar de 14,3 kDa e seu ponto isoelétrico é 11,16 24, 114, 119. Além disso, uma 
das propriedades da lisozima que vem sendo muito investigada e de grande 
interesse, é na formação de estruturas de fibras amilóides 120.  
As fibras amilóides são estruturas do tipo folha- , formadas pela auto-
montagem de agregados de proteína altamente ordenadas e são associadas com 
doenças degenerativas como Alzheimer e Parkinson 121-123. Com a grande 
importância no estudo das fibras amilóides em busca de tratamentos para doenças 
degenerativas, a lisozima é uma enzima modelo para a investigação estrutural e 
dos mecanismos envolvidos 120. Além disso, utilizar a lisozima como enzima modelo 
é muito interessante pois as proteínas que são diretamente associadas à essas 
doenças (por exemplo, peptídeo -amilóide para Alzheimer 124 e -sinucleína para 
Parkinson 125, 126) são muito caras e muitas vezes de difícil aquisição. Portanto, o 
estudo de doenças amilóides utilizando a lisozima ajuda a facilitar e acelerar as 
pesquisas com esse objetivo. 
 
1.4.2.3. Fibrilação de proteínas 
Os agregados de proteína que formam as fibras amilóides são formados pelo 
desenovelamento de proteínas com a exposição de seus grupos hidrofóbicos 123. É 
bem conhecido que o processo de fibrilação de proteínas ocorre em três fases e 
apresenta um perfil sigmoidal de formação 127, 128, conforme ilustrada na FIGURA 
9. Primeiro, há uma fase de atraso, onde a proteína com forma globular e estrutura 
-hélice é desenovelada e ocorre a nucleação das fibras para formar as estruturas 
folhas -pregueadas. Em seguida, na fase de crescimento ocorre as interações 
proteínas-proteínas para o crescimento das fibras amilóides, formando as 
estruturas chamadas de protofibrilas. Por último, na fase platô estável, o processo 






FIGURA 9. Esquema ilustrativo do processo de formação das fibras amilóides, apresentando os 
estágios de agregação. O perfil sigmoidal consiste em uma primeira fase de atraso, seguida da 
fase de crescimento e, por último, a fase de platô estável. Fonte: adaptado com permissão de 
Royal Society of Chemistry 123. 
 
Diversas estratégias estão sendo desenvolvidas para controlar a fibrilação de 
proteínas. Em geral, as estratégias envolvem a adição de moléculas pequenas 
durante o processo de fibrilação, tais como vitaminas, polifenóis, flavonóides, 
metais quelantes e uma variedade de drogas 124, 129-131. Além disso, há novas 
estratégias com a adição de proteínas ou peptídeos em competição com os 
fragmentos de fibras existentes 122. Atualmente, o uso da nanotecnologia vem 
mostrando ser uma ferramenta atrativa no controle das fibras amilóides devido às 
suas propriedades distintas 121, 128. 
Além disso, um dos grandes desafios associados à formação das fibras 
amilóides não é apenas a prevenção ou interrupção da agregação de proteínas, 
mas, principalmente, a reversão do processo de desenovelamento e a retomada da 
conformação original das proteínas. No entanto, ainda é necessário conhecimento 
mais aprofundado para elucidar e controlar o processo de fibrilação e os 







1.5. PRINCIPAIS TÉCNICAS EMPREGADAS NA CARACTERIZAÇÃO DAS 
INTERAÇÕES NA INTERFACE NANO-BIO 
 
1.5.1. Espectroscopia na região do ultravioleta-visível (UV-Vis) 
A espectroscopia no UV-Vis é uma das técnicas mais comuns para diversos 
tipos de análises convencionais envolvendo as interações proteínas-nanopartículas 
132. Como por exemplo, na caracterização da banda SPR das AuNPs em torno de 
 = 520 nm e a detecção de proteínas pela banda de absorção em torno de  = 280 
nm. Com isso, a espectroscopia no UV-Vis é uma técnica simples e rápida na 
caracterização das interações proteínas-AuNPs 133.  
A espectroscopia no UV-Vis consiste na absorção da luz (Iabs) por uma 
determinada amostra quando sobre ela é incidido um feixe de radiação 
eletromagnética (I0). Neste processo, também pode haver uma fração de 
intensidade da luz refletida (Iref), espalhada (Iesp) ou transmitida (Itrans), conforme 
ilustrado na FIGURA 10. Portanto, I0 consiste na soma de todas estas frações de 
luz (I0 = Iabs + Iref + Iesp + Itrans) 91. Para eliminar os efeitos de Iref e Iesp, nas medidas 
de absorção no UV-Vis, geralmente é feito o desconto da absorção do solvente na 
mesma região, conhecido como linha base ou branco da amostra 91. Desta forma, 
a detecção da luz absorvida é determinada por Iabs = I0 - Itrans, a qual dá origem a lei 
de Lambert-Beer, conhecida como A = - log Itrans/I0 = lC, onde a A é a absorbância, 
 o coeficiente de absorção molar, l é o caminho óptico da cubeta e C a 
concentração molar da amostra. 
 
 
FIGURA 10. Esquema ilustrativo de um feixe de luz eletromagnético incidente (I0), em uma cubeta 
contendo a amostra, o qual pode ser transmitido (Itrans), espalhado (Iesp) ou refletido (Iref) pela da 
interação com as partículas da amostra. Fonte: adaptado de 91. 
 
Em um espectro por absorção no UV-Vis, as mudanças observadas no 
deslocamento, alargamento e intensidade das bandas são as ferramentas mais 
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utilizadas para caracterizações qualitativas das interações nano-bio 132. 
Deslocamentos pequenos de  no UV-Vis de em torno 5 nm foram significativos 
para confirmar a adsorção de proteínas em AuNPs e em nanopartículas de prata 
(AgNPs) 134. Além disso, as mudanças observadas no espectro de absorção de 
materiais híbridos nano-bio foram associadas com o seu aumento de tamanho, 
comparado com as partículas isoladas, para justificar as contribuições no 
espalhamento de luz do espectro 133. 
De maneira interessante, a interação nano-bio entre AuNPs e tripsina foi 
caracterizada por bandas de absorção diferentes no espectro UV-Vis em trabalhos 
distintos. No primeiro, o deslocamento para o vermelho da banda em  = 210 nm 
referente a tripsina sugeriu que as AuNPs afetaram a estabilidade da proteína e, ao 
mesmo tempo, o aumento da absorção de outra banda referente a tripsina em  = 
276 nm indicou a formação do complexo AuNPs-tripsina 135. Por outro lado, no 
segundo trabalho, a adsorção de tripsina em AuNPs foi caracterizada pelo 
monitorando dos desvios da banda SPR das AuNPs para  maiores 136. Portanto, 
a espectroscopia no UV-Vis é uma técnica importante na caracterização da 
interação nano-bio, somado ainda pela vantagem em não haver sobreposição das 
respectivas bandas, facilitando a identificação dos processos em diferentes regiões 
do espectro. 
 
1.5.2. Espectroscopia de fluorescência 
A espectroscopia de fluorescência é uma técnica eficiente muito utilizada na 
caracterização da estrutura terciária de proteínas por ser sensível às mudanças de 
conformação pela interação com outras moléculas pequenas como as 
nanopartículas 137. O processo de fluorescência ocorre pela emissão de fótons, os 
quais são gerados na excitação eletrônica de átomos ou moléculas ao retornarem 
à um estado de menor energia 138, como ilustrado na FIGURA 11. A interação com 
outras moléculas pode alterar a emissão dos fótons das moléculas de proteínas e, 





FIGURA 11. Esquema ilustrativo dos níveis de energia de uma molécula. O processo de emissão 
de fótons ocorre pela (1) excitação eletrônica com a absorção da luz, (2) atingindo um estado 
eletrônico excitado, seguido da (3) emissão fluorescente e (4) da relaxação ao retornar à um 
estado eletrônico de menor energia. Fonte: adaptado de 138. 
 
Em um espectro de emissão de fluorescência, as alterações observadas no 
comprimento de onda máximo emitido ( max) e na intensidade de fluorescência 
fornecem informações sobre interações e mudanças no meio. Em relação à 
intensidade de fluorescência, partículas que absorvem no mesmo  de excitação 
podem atenuar o espectro de emissão de fluorescência adquirido 139. Nestes casos, 
pode haver a diminuição na intensidade de fluorescência promovida pelo aumento 
da absorção da amostra 140. Para corrigir esse efeito, a correção de filtro interno é 
aplicada a fim de minimizar a contribuição da absorção no espectro de emissão de 
fluorescência final 140. Essa correção deve ser feita quando a absorção da amostra 
exceder o valor de 0,05, no mesmo  de excitação na fluorescência, para a 
obtenção de um espectro de fluorescência “real” da amostra 139. Nestes casos, a 
fluorescência adquirida (F0) é corrigida (F) utilizando a correção do filtro interno 
demonstrada pela equação 1 descrita anteriormente 141: 
                            (equação 1) 
a qual relaciona a absorbância da amostra no mesmo  de excitação (Aex) e 
emissão (Aem) e os correspondentes caminhos ópticos (lex e lem). A FIGURA 12 
apresenta um esquema ilustrativo do caminho óptico percorrido pela luz em uma 
cubeta em função do  excitado e emitido em um fluorímetro, onde estão 
identificados os termos utilizados na correção do filtro interno. O feixe incidente 
excita a molécula em um exc definido (por exemplo,  = 295 nm para o triptofano) 
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e absorvido no  correspondente, enquanto que o feixe de luz de emissão em é 
absorvido conforme o espectro de emissão adquirido (por exemplo,  = 305 - 500 
nm para o triptofano) 140. O fluorímetro apresenta uma geometria como “formato L” 
para evitar a detecção simultânea da luz excitada e emitida 138. 
 
FIGURA 12. Esquema ilustrativo da luz percorrida em uma cubeta de caminho óptico 1 cm x 1 cm 
em um fluorímetro. O feixe de luz de excitação ( exc) atinge o centro da cubeta e é emitido ( em) na 
forma de um ângulo de 90°. 
 
O espectro de fluorescência de proteínas se dá pela excitação dos resíduos 
de aminoácidos aromáticos. Apenas três dos vinte aminoácidos encontrados em 
proteínas apresentam fluorescência quando excitados na região ultravioleta 138. Os 
resíduos de aminoácidos fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp) 
apresentam máximos de absorção em torno de 250, 275 e 280 nm e são 
caracterizados no espectro de fluorescência em torno de 280, 305 e 350 nm, 
respectivamente (em meio aquoso) 138. A FIGURA 13 apresenta os espectros de 
absorção e de fluorescência da Phe, Tyr e Trp assim como as suas respectivas 
estruturas moleculares.  
Entre eles, em geral o comportamento do Trp é o mais utilizado apesar de 
ser encontrado em menor quantidade nas proteínas do que a Phe e a Tyr 138. Como 
o Trp pode ser excitado seletivamente acima de  = 295 nm, evita a contribuição 
da emissão da Phe e Tyr 138. Por este motivo, a excitação do Trp não é feita em 
seu máximo de absorção ( max = 280 nm) a fim de evitar essa interferência. Além 
disso, o Trp é o mais interessante pois apresenta rendimento quântico ( ) 
satisfatoriamente maior ( = 0,13) ao da Phe ( = 0,05  Porém, apesar de ter  
ligeiramente menor do que a Tyr ( = 0,14), ainda é mais interessante acompanhar 




FIGURA 13. Espectros de absorção (curva vermelha) e emissão de fluorescência (curva roxa) dos 
resíduos de aminoácido (A) fenilalanina (Phe), (B) tirosina (Tyr), (C) triptofano (Trp) e suas 
respectivas estruturas moleculares em (D), (E) e (F) (em meio aquoso). Fonte: adaptado de 142. 
 
O espectro de fluorescência de Trp é muito sensível às mudanças do meio 
e interações com proteínas. Em meio aquoso, o Trp está preferencialmente 
localizado no interior da estrutura da proteína devido ao seu caráter hidrofóbico 138. 
A exposição dos resíduos de Trp ao meio leva ao deslocamento para  maiores. 
Logo, o deslocamento de max do Trp fornece informações importantes sobre as 
mudanças de conformação da proteína. 
Por outro lado, processos sem o deslocamento do max do Trp e com 
diminuição da intensidade de fluorescência, sugerem que não houve mudanças de 
conformação significativas na proteína 143. Esse tipo de comportamento é 
associado aos processos de interação da proteína com moléculas pequenas, 
conhecido como supressão da fluorescência 144, 145. Como por exemplo, este 
comportamento foi observado para a albumina de soro humano (HSA) na presença 
de nanopartículas de prata (AgNPs), onde foram obtidos parâmetros 
termodinâmicos envolvidos na interação HSA-AgNPs 143. 
Além disso, sondas fluorescentes podem ser empregadas para interagir com 
estruturas específicas da proteína. Em geral, são utilizadas moléculas cromóforas 
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com em e exc maiores do que os dos aminoácidos presentes na estrutura da 
proteína 142. Como por exemplo, a Tioflavina T (ThT) que apresenta aumento 
expressivo de sua fluorescência quando ligada às estruturas do tipo folhas -
pregueadas encontradas em proteínas amilóides 144. A fluorescência da ThT na 
ausência desse tipo de estrutura é significativamente menor ou nula 146. 
 
1.5.3. Espectroscopia de dicroísmo circular 
A espectroscopia de dicroísmo circular (CD) é uma técnica muito eficiente 
para a caracterização da estrutura secundária de proteínas em solução assim como 
para analisar as interações com outras moléculas 147, 148. A obtenção de um 
espectro no espectrômetro de CD ocorre pela diferença das absorbâncias da luz 
plano polarizada ao atingir a amostra 148. Em geral, a luz plano polarizada pode ser 
dividida em duas componentes principais de polarização circular de mesma 
magnitude, onde uma polariza circularmente no sentido horário (R) e outra no 
sentido anti-horário (L) e, quando combinadas, geram a uma resultante de radiação 
de luz plano polarizada, conforme esquematizado na FIGURA 14. Dessa forma, se 
ao incidir a amostra, a luz não for absorvida ou se as componentes forem 
absorvidas com a mesma magnitude, não é detectado uma resultante de luz 
polarizada pelo equipamento (FIGURA 14(A)). Por outro lado, quando as 
componentes apresentarem magnitudes diferentes ao incidir a amostra, a 
resultante das componentes R e S é polarizada na forma de uma elipse (FIGURA 
14(B)). Normalmente, o espectro de CD é apresentado em termos da elipticidade 
( ) em função do comprimento de onda. 
 
FIGURA 14. Esquema representativo das componentes R (sentido horário) e L (sentido anti-
horário) da luz plano polarizada e a sua resultante ao incidir uma amostra em espectrofotômetro 
de CD. As componentes R e L (A) com a mesma magnitude não tem a sua resultante detectada 
pelo equipamento e (B) com diferentes magnitudes a resultante é polarizada elipticamente com um 
ângulo . Fonte: adaptado de 148. 
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Dessa forma, são as moléculas quirais não racêmicas que apresentam sinal 
no CD, como por exemplo, as proteínas 148. As proteínas podem ser caracterizadas 
em diferentes regiões em um espectro de CD. As ligações peptídicas apresentam 
absorção abaixo de 240 nm, as frações aromáticas dos aminoácidos entre 260 nm 
e 320 nm e as ligações de dissulfetos apresentam uma absorção fraca e larga 
próximo de 260 nm 148. A absorção na região das ligações peptídicas (240 nm e 
abaixo) fornecem informações sobre a composição da estrutura secundária das 
proteínas 56. Como por exemplo, as estrutura -hélice apresentam dois sinais 
negativos característicos em 208 nm e 222 nm, as folhas -pregueadas apresentam 
sinal positivo em 205 nm associado ao sinal negativo e largo ao redor de 225 nm, 
estruturas irregulares apresentam sinal negativo acentuado ao redor de 200 nm, 
conforme apresentado nos espectros de CD na FIGURA 15 referentes as principais 
estruturas secundárias encontradas nas proteínas. 
 
FIGURA 15. Espectros de CD de proteínas com estruturas secundárias do tipo -hélice (.....), folhas 
-pregueadas (----) e estruturas desordenadas (_). Fonte: adaptado com permissão de Elsevier 149. 
 
Pelo espectro de CD, além de obter as informações qualitativas a respeito 
da estrutura secundária, também é possível caracterizar quantitativamente a 
estrutura secundária das proteínas. Com por exemplo, as mudanças da elipticidade 
no sinal obtido em 222 nm, em função da adição de outras moléculas, são utilizadas 
para monitorar as mudanças de conformação e processos de desenovelamento 148, 
150, 151. Além disso, também é possível obter informações sobre as mudanças 
conformacionais das proteínas provocadas pela temperatura ou adição de agentes 
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desnaturantes 150, 151. A técnica de CD tem se mostrado como uma ótima 
ferramenta para caracterizar as interações entre proteínas e as AuNPs 152-154. 
 
1.5.4. Calorimetria de titulação isotérmica (ITC) 
A calorimetria de titulação isotérmica (ITC) é uma técnica robusta para a 
investigação da interação de proteínas com nanopartículas através do 
monitoramento das mudanças de calor geradas nesse processo 155, 156. Pela análise 
dos resultados obtidos por ITC são determinados dados qualitativos e quantitativos 
da termodinâmica e cinética das reações 155. Como por exemplo, pode ser 
determinado quão forte uma molécula se liga à um sítio de interação específico ou 
quão rápido uma reação pode acontecer 157. Com isso, as informações relevantes 
adquiridas pela análise por ITC ajudam na identificação das principais forças 
envolvidas nas interações entre nanopartículas e biomoléculas 2. 
Pelo monitoramento das mudanças de calor envolvidas na interação entre 
nanopartículas e biomoléculas, podem ser obtidos parâmetros termodinâmicos 
relacionados à estequiometria, constante de ligação, entalpia, energia livre e 
entropia desses sistemas 2, 155. Além disso, a partir da relação desses parâmetros 
são obtidas informações sobre as forças motrizes e de afinidade que auxiliam na 
elucidação dos mecanismos de interação nesses processos 2. Como por exemplo, 
são encontrados trabalhos empregando a técnica de ITC no estudo das interações 
preferencias entre proteínas e nanopartículas funcionalizadas, na formação da 
coroa de proteínas e até mesmo na elucidação de interações quirais de 
nanopartículas 21, 156, 158. 
A FIGURA 16 apresenta um esquema ilustrativo de um equipamento de ITC 
típico. De maneira simplificada, o equipamento consiste de um sistema adiabático 
contendo uma cela de referência e outra cela de medida onde a amostra é titulada 
por uma seringa e a reação acontece. A mudança de calor durante a titulação é 
monitorada pela energia necessária para manter a temperatura constante da cela 
de medida em relação à cela de referência 157. Em seguida, esse dado bruto obtido 
em cals-1 ou Js-1 pode ser relacionado com a mudança de calor em função da razão 
biomolécula/nanopartícula no decorrer da titulação 157. A mudança de calor 
observada pode ser originada pelo monitoramento do calor perdido (processo 
exotérmico) ou absorvido (processo endotérmico) durante a interação nano-bio 155. 
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Com o progresso da titulação, o calor da reação tende à zero devido aos sítios de 
interação começarem a ficar saturados.  
 
 
FIGURA 16. Esquema ilustrativo de um equipamento de ITC. A mudança de calor é monitorada 
pela energia necessária para manter a temperatura constante ( T) da cela de medida em relação 
à cela de referência. 
 
 Entretanto, alguns cuidados devem ser tomados para os procedimentos 
experimentais e análises dos dados obtidos por ITC. A concentração da amostra 
na seringa (geralmente, a dispersão de biomoléculas) deve ser pelo menos 10 
vezes maior do que a da amostra na cela (geralmente, a dispersão de 
nanopartículas) a fim de haver quantidade suficiente de ligantes para os sítios de 
ligação disponíveis 2. É necessário saber a concentração exata dos componentes 
além dos mesmos parâmetros químicos de ambas as dispersões (pH, solução 
tampão, concentração de sal) para uma avaliação mais verdadeira dos parâmetros 
obtidos 157. Por último, é primordial a análise e desconto das contribuições na 













2.1. OBJETIVOS GERAIS 
Avaliação das interações entre nanopartículas de ouro esféricas e na forma 
de bastões, obtidas por diferentes tipos de síntese química, com biomoléculas 
(goma arábica, quitosana sulfatada, lipase de Candida sp. (CALB) e lisozima) a fim 
de realizar um estudo físico-químico dos fenômenos que ocorrem na interface 
nano-bio.  
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
- Avaliação da goma arábica, quitosana sulfatada e CALB como agentes de 
estabilização para nanopartículas de ouro; 
- Avaliação das mudanças de conformação e atividade catalítica provocadas 
na CALB pelas interações com as AuNPs; 
- Estudo da influência das AuNPs no processo de fibrilação da lisozima e as 
interações com a lisozima globular e fibrilar. 
 
3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. MATERIAIS 
Todas as amostras foram preparadas utilizando água de grau Milli-Q (18,2 
M cm, Millipore, USA). 
 
3.1.1. Goma arábica (GA) 
A GA (Sigma-Aldrich, G9752) é de origem das espécies Acacia seyal e 
Acacia senegal, descrita como “goma arábica proveniente de árvore de acácia”. 
Antes do seu uso, a GA foi solubilizada em água, permanecendo na geladeira por 
um período 12 horas e, em seguida, foi dialisada contra água durante 48 horas 
utilizando uma membrana de diálise com tamanho de 12-14 kDa e, por último, a 
GA foi liofilizada. A GA apresentou massa molar média (Mw) de 9,3 x 105 g mol-1 72.  
 
3.1.2. Quitosana sulfatada (ChiS) 
A quitosana sulfatada (ChiS) foi fornecida pelo grupo de pesquisa do 
Professor Guilherme Sassaki do Departamento de Bioquímica/UFPR. A quitosana 
comercial foi submetida ao processo de sulfatação utilizando o método de ácido 
sulfúrico/ácido clorosulfônico 87. Para isso, 1g da quitosana comercial (Sigma-
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Aldrich) foi adicionada à mistura reacional, previamente resfriada a 4ºC, contendo 
40 mL de ácido sulfúrico (H2SO4, 95%) e 20 mL de ácido clorosulfurônico (HClSO3, 
98%). Em seguida, a mistura reacional foi mantida sob agitação durante 1 hora em 
temperatura ambiente. O processo de sulfatação foi interrompido adicionando 250 
mL de éter dietílico (Et2O) resfriado à mistura reacional. O precipitado formado foi 
lavado com Et2O resfriado, dissolvido em água, neutralizado com NaHCO3 
saturado, dialisado contra água utilizando uma membrana com tamanho de 3500 
kDa e, por último, liofilizado. A ChiS apresentou Mw = 1,4 x 104 g mol-1, contendo 
48% de grupos SO4 (6,8% e 41,2% de grupos SO3 nas posições O-3 e O-6, 
respectivamente) em sua estrutura. 
 
3.1.3. Lipase de Candida sp. CALB 
A lipase de Candida sp. (CALB) (Sigma-Aldrich, L3170) foi utilizada sem 
nenhuma purificação prévia. Para os experimentos, o extrato de CALB foi diluído 
em água com concentração final de 0,1 % (v/v), o que corresponde a 0,42 mol L-
1. A concentração da CALB em dispersão foi determinada considerando a massa 
molar de 33 KDa 98  e a concentração de proteínas de 14 g mL-1, determinado pelo 
método de Bradford 159. 
 
3.1.4. Lisozima  
Foi utilizada lisozima de origem de clara de ovo de galinha (HEWL, do inglês, 
hen egg white lysozyme) (Sigma-Aldrich) liofilizado, sem purificação prévia. A 
quantidade de proteína é ≥ 90 % (informação fornecida no rótulo do produto). A 
massa molar da lisozima é 14,3 kDa. 
 
3.2. PROCEDIMENTOS 
3.2.1. Síntese dos nanobastões de ouro (AuNRs) 
Os nanobastões de ouro (AuNRs) utilizados neste estudo foram fornecidos 
pelo grupo de pesquisa do Professor Mario Meneghetti do Instituto de Química e 
Biotecnologia/UFAL. Os AuNRs foram sintetizados utilizando o método seed-
mediated de acordo com método anteriormente descrito 160, 161. Primeiramente, foi 
preparada a solução conhecida como seed utilizando 5 mL de solução aquosa de 
HAuCl4 0,5 mmol L-1 e 2,5 mL de solução de brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) 
0,2 mol L-1. Em seguida, foi adicionado 0,6 mL de NaBH4 0,01 mol L-1 resfriado. A 
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coloração da dispersão mudou imediatamente de amarelo escuro para marrom. A 
dispersão foi mantida sob agitação branda durante 2 minutos e foi utilizada para 
síntese após 2 horas de repouso. Em seguida, a solução conhecida como growth 
solution foi preparada utilizando 2,5 mL de CTAB 0,2 mol L-1, 5 mL de solução 
aquosa de HAuCl4 1 mmol L-1 e 150 L de solução aquosa de AgNO3 4 mmol L-1, 
mantidos sob agitação magnética branda. 70 L de ácido ascórbico 80 mmol L-1 
foram adicionados e a coloração da dispersão mudou imediatamente de amarelo 
escuro para incolor. Por último, 12 L da solução seed foram adicionados e a 
dispersão foi mantida sob agitação magnética branda durante 10 segundos. A 
coloração da mistura reacional mudou lentamente de incolor para roxo. A dispersão 
final foi deixada em repouso por pelo menos 4 horas para a formação dos AuNRs. 
A concentração final dos AuNRs na dispersão foi de 50 nmol L-1 e equivalente à 3,0 
x 1014 partículas L-1, determinado por ICP-OES. 
   
3.2.2. Preparação da GA@AuNRs e ChiS@AuNRs 
 Os AuNRs estabilizados por polissacarídeos, tanto os GA-AuNRs como os 
ChiS-AuNRs, foram preparados por um método simples descrito a seguir. 
Primeiramente, os AuNRs foram centrifugados (10.000 rpm, por 15 minutos) e o 
sobrenadante foi descartado para remover o excesso de CTAB. O precipitado foi 
disperso em 0,5 mL de água. Em seguida, foi adicionado 4,5 mL de solução de GA 
ou ChiS 0,1% (m/v). A dispersão final foi deixada sob agitação magnética branda 
em temperatura ambiente (~25ºC) durante 24 horas. Por último, as amostras foram 
centrifugadas novamente e o sobrenadante descartado para remover o excesso de 
GA ou ChiS que não foram adsorvidas na superfície dos AuNRs. O precipitado 
resultante foi disperso em 2 mL de água e, em seguida, caracterizado. 
 
3.2.3. Síntese AuNPs estabilizadas por citrato 
A síntese das AuNPs foi adaptada de uma metodologia descrita 
anteriormente 162. Primeiro, foi preparada uma solução redutora contendo 15 mL de 
solução recém-preparada de citrato de sódio 2,2 mmol L-1, 5 L de ácido tânico 2,5 
mmol L-1 e 100 L de Na2CO3 150 mmol L-1, mantida sob agitação magnética a 
70°C. Em seguida, 100 L de HAuCl4 25 mmol L-1 foram adicionados ao meio 
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reacional e imediatamente a cor da dispersão mudou de transparente para roxo. 
Esta dispersão foi mantida sob agitação magnética a 70°C durante 10 minutos. A 
concentração final de AuNPs na dispersão foi de 4,7 nmol L-1 e equivalente à 2,8 x 
1015 partículas L-1, determinado por ICP-OES. 
 
3.2.4. Síntese AuNPs utilizando a CALB como agente estabilizante 
(SACALB@AuNPs) 
A síntese da SACALB@AuNPs foi adaptada de uma metodologia descrita 
anteriormente 39. Em um meio reacional contendo 1,5 mL de HAuCl4 1,74 x 10-4 mol 
L-1 e 1,5 mL de água, mantido sob agitação magnética a 25°C, 3,72 mL de CALB 
0,1 % (v/v) foram adicionados. Em seguida, 0,72 mL da solução fresca e fria do 
agente redutor NaBH4 1 mmol L-1 foi adicionado de uma vez. A dispersão foi 
mantida sob agitação magnética a 25°C durante 30 minutos. A concentração final 
de AuNPs foi de 2,0 nmol L-1 e equivalente à 1,2 x 1015 partículas L-1, determinado 
por ICP-OES. 
 
3.2.5. Adsorção da CALB na superfície das AuNPs (CALB@AuNPs) 
Para obter as CALB@AuNPs, 2 mL de CALB 0,1% foi adicionada em 2 mL 
de AuNPs estabilizadas por citrato previamente preparadas 2,6 x 10-9 mol L-1. A 
dispersão foi mantida sob agitação magnética a 25°C durante 30 minutos para 
assegurar a completa adsorção da CALB na superfície das AuNPs. A concentração 
final de AuNPs foi de 1,3 nmol L-1 e equivalente à 7,8 x 1014 partículas L-1, 
determinado por ICP-OES. 
 
3.2.6. Síntese AuNPs estabilizadas por MPA 
A síntese das AuNPs foi adaptada de um método descrito anteriormente 39, 
163. Em 10 mL de HAuCl4 0,0875 mmol L-1 foram adicionados 2,4 mL da solução 
recém-prepara e gelada do agente redutor NaBH4 1 mmol L-1. A dispersão foi 
mantida sob agitação magnética a 25°C durante 20 minutos. Em seguida, 100 L 
do ácido 3-mercaptopropiônico (MPA) 10 mmol L-1 foram adicionados na dispersão 
das AuNPs, e mantida sob agitação magnética durante 30 minutos. Por último, a 
dispersão final foi centrifugada a 14000 rpm durante 3 horas para remover o 
excesso de MPA e o precipitado foi lavado e disperso em 1 mL de água. A 
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concentração final de ouro na dispersão foi de 33,8 mg L-1, determinado por ICP-
OES. 
 
3.2.7. Fibrilação da lisozima 
A solução de lisozima de concentração 2 mg mL-1 foi preparada em tampão 
PBS (KH2PO4 1,4 mmol L-1, Na2PO4 8 mmol L-1, NaCl 140 mmol L-1, KCl 2,7 mmol 
L-1) em pH 7,3. A concentração da lisozima foi determinada pela absorbância em 
280 nm utilizando o coeficiente de extinção de  = 38940 mol-1 L-1 cm-1 164, 165. Para 
produzir as fibras, o pH da solução foi ajustado para 2,0 adicionando HCl e, em 
seguida, a dispersão foi mantida sob agitação a 500 rpm por 60°C overnight em um 
ThermoMixer (HLC, MKR23). Diferentes quantidades de AuNPs foram adicionadas 
na dispersão de lisozima antes de iniciar a fibrilação, com concentrações finais de 
0,07, 0,3 e 3,1 mg L-1. 
 
3.2.8. Determinação da atividade enzimática pela reação de hidrólise do palmitato 
de p-nitrofenila (pNPP)  
A atividade enzimática da CALB, CALB@AuNPs e SACALB@AuNPs foi 
determinada segundo método proposto anteriormente 95, 101. A solução de pNPP 
0,5 mmol L-1 foi preparada em isopropanol. Em uma cubeta de quartzo contendo 
2,6 mL de solução tampão fosfato salino (PBS) (NaCl 140 mmol L-1, KCl 27 mmol 
L-1, 10 mmol L-1 tampão fosfato; pH 7), foi adicionado 0,2 mL de solução de pNPP. 
A solução foi homogeneizada por inversão e, em seguida, 0,2 mL das dispersões 
de CALB, SACALB@AuNP ou CALB@AuNPs foram adicionadas e a solução na 
cubeta foi novamente homogeneizada por imersão. A formação do produto p-
nitrofenolato (pNP) de coloração amarelada foi monitorada por espectroscopia no 
UV-Vis, acompanhando o aumento da absorbância em  = 405 nm em função do 
tempo. Em todas as medidas, no primeiro ponto da curva adquirido não havia a 
presença da CALB. As cinéticas foram realizadas à 37°C, mantido com banho 
termostático acoplado ao espectrofotômetro UV-Vis, utilizando um espectrômetro 








3.3.1. Quantificação de ouro por espectroscopia de emissão óptica com plasma 
indutivamente acoplado (ICP-OES) 
 As quantificações de ouro por ICP-OES foram obtidas a partir de uma curva 
analítica com diferentes concentrações de ouro como padrão. As concentrações de 
ouro são obtidas em mgL-1. Para determinar a concentração de AuNPs em solução, 
foi utilizado a concentração de ouro obtida por ICP-OES e o diâmetro das AuNPs 
determinado pela análise das imagens de MET pelo software Image J. Para as 
AuNPs esféricas, o volume foi determinado de acordo com V = 4/3 R3, onde R é o 
raio médio da AuNPs. Para os AuNRs, o volume foi determinado de acordo com V 
= R2l, onde R é o raio médio da largura dos AuNRs e l é o comprimento médio dos 
AuNRs. A concentração de AuNPs foi calculada utilizando a densidade do ouro 
(19,3 g cm-3), o número de Avogrado e a concentração do ouro determinado por 
ICP-OES 166. A concentração de AuNPs obtidas em mol L-1 foi relacionada com o 
número de Avogrado para a determinação da concentração em partículas L-1 das 
AuNPs. As medidas das AuNPs estabilizadas por citrato, as SACALB@AuNPs e as 
CALB@AuNPs foram realizadas utilizando um espectrômetro Thermo Scientific 
iCAP 6000 series ICP-OES, no Departamento de Química (DQUI) na Universidade 
Federal do Paraná (UFPR) e as AuNPs-MPA foram realizadas utilizando um 
espectrômetro Horiba Jobin Yvon DS 500, no Max Planck Institute for Polymer 
Research (MPIP). 
 
3.3.2. Espectroscopia na região do ultravioleta-visível (UV-Vis) 
 O comportamento dos AuNRs e das AuNPs foram acompanhados por 
espectroscopia UV-Vis, monitorando o perfil de absorção das bandas plasmônicas 
em torno de 1 = 520 e 2 = 740 nm referente às bandas SPR dos AuNRs e em 
torno de   = 520 - 540 nm referente às AuNPs. As medidas foram feitas em solução 
aquosa utilizando espectrôfometro UV-Vis Agilent 8453, no DQUI/UFPR e as 
AuNPs-MPA utilizando um leitor de placas Tecan infinite M1000 no MPIP. 
 
3.3.3. Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 
Para as amostras utilizadas no estudo com os AuNRs, uma gota das 
amostras (~10 L) foram depositadas em grades de cobre revestidas com carbono 
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e deixadas secar ao ar. As imagens foram obtidas utilizando um microscópio JEOL 
1200EX-II, operando a 80 kV, no Centro de Microscopia Eletrônica - CME/UFPR. 
Para as amostras utilizadas no estudo com a CALB, uma gota das amostras 
(~10 L) foi embebida em uma matriz do líquido iônico tetrafluoroborato de 1-etil-3-
metilimidazólio (EMI-BF4) (Sigma-Aldrich), depositada em grades de cobre 
revestidas com carbono, retirando o excesso da amostra com papel filtro e deixada 
secar ao ar. As imagens foram obtidas utilizando um microscópio JEOL 1200EX-II, 
operando a 120 kV, no Centro de Microscopia Eletrônica - CME/UFPR. Para a 
imagem da amostra obtida por MET de alta resolução, uma alíquota de ~10 L) foi 
depositada em grade de cobre lacey carbono, deixada secar ao ar e as imagens 
foram obtidas utilizando um microscópio JEOL 2100 TEM-FEG, operando a 200 kV, 
no Laboratório Nacional de Nanotecnologia Brasileiro –LNNano/CNPEM. 
Para as amostras utilizadas no estudo da fibrilação da lisozima, uma gota 
das amostras (~10 L) foi embebida em uma matriz de EMI-BF4 (Sigma-Aldrich), 
depositada em grades de cobre lacey carbon, retirando o excesso das amostras 
com papel filtro e deixada secar ao ar. As imagens foram obtidas utilizando um 
microscópio de alta resolução FEI Tecnai F20, operando a 200 kV, no MPIP. Para 
a tomografia, séries de inclinações foram obtidas de -65° à +65°. Os alinhamentos 
e a média das sobreposições para as reconstruções 3D foram computadas 
utilizando o software eTomo. 
O tamanho e a distribuição de tamanho das nanopartículas foram 
determinados utilizando o software ImageJ. 
 
3.3.4. Microscopia eletrônica de varredura de alta resolução (MEV-HR) 
Alíquotas de ~10 L das amostras foram depositadas em suporte para a 
amostra revestido com fita de cobre. Em seguida, a amostra foi seca em estufa à 
40°C. Este procedimento foi repetido 3 vezes para formar um filme de amostra mais 
espesso. As imagens foram obtidas utilizando um microscópio FEI Quanta 450 
FEG, operando a 1,5 kV, no Centro de Microscopia Eletrônica - CME/UFPR. 
 
3.3.5. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 
 Pastilhas de KBr foram preparadas com aproximadamente 1,5 mg das 
amostras em pó previamente secas sob pressão reduzida em dessecador. As 
medidas foram obtidas em modo de transmissão em um domínio espectral de 400 
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a 4000 cm-1, utilizando um espectrômetro FTIR BIORAD FTS-3500 GX, no 
DQUI/UFPR.  
 
3.3.6. Potencial zeta 
 As medidas de potencial zeta foram obtidas pelo deslocamento eletroforético 
(UE) e convertidas para o valor de potencial zeta pela equação de Henry (equação 
2): 
                                       (equação 2) 
onde,   é a constante dielétrica do meio,  é o potencial zeta (mV),  é a viscosidade 
do meio e f(ka) é a função de Henry, a qual foi calculada pela aproximação de 
Smoluchowski (f(ka) = 1,5). Os valores de potencial zeta foram obtidos pela média 
de 5 medidas. As medidas foram feitas em um equipamento Malvern Zetasizer 
Nano ZS90, no Instituto de Física/USP. 
 
3.3.7. Eletroforese em gel 
 Para as amostras contendo lisozima, as eletroforeses foram realizadas em 
gel de poliacrilamida (PAGE). Uma alíquota das amostras foi misturada com 
amostra tampão NuPAGE LDS e amostra de agente de redução NuPAGE e 
aplicados em um gel NuPAGE 10% Bis-Tris (Thermo Fisher Scientific). A 
eletroforese foi realizada em tampão de corrida NuPAGE MES SDS à 100V por 2 
horas com o marcador molecular SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen). 
O gel foi corado utilizando SimplyBlue SafeStain (Thermo Fisher Scientific).  As 
análises foram contendo CALB foram realizadas no Departamento de 
Bioquímica/UFPR e as contendo lisozima foram feitas no MPIP. 
 
3.3.8. Espectrofotometria de fluorescência 
Para as medidas de fluorescência do triptofano (Trp) das amostras contendo 
CALB, o Trp foi excitado em 295 nm, o espectro de emissão foi obtido na faixa entre 
305 a 500 nm, com abertura das fendas de emissão e excitação de 5 nm, utilizando 
uma cubeta de quartzo com caminho óptico de 4 x 10 mm. Como as AuNPs 
aumentaram a turbidez das dispersões de CALB, as intensidades de fluorescência 
de todos os espectros foram ajustadas pela correção do filtro interno utilizando a 
equação 1 141: 
                          (equação 1) 
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onde, F e F0 são as fluorescências corrigida e adquirida, respectivamente, Aex e Aem 
são as absorbâncias adquiridas no  de excitação e emissão, respectivamente, lex 
e lem são os caminhos ópticos em centímetros. Para este trabalho, foram utilizados 
os seguintes valores para a correção do filtro interno: Aex= 295 nm, Aem = 305 – 500 
nm, lex = 0,2 cm e lem = 0,5 cm. Os valores de fluorescência foram obtidos pela 
integração da área da banda de fluorescência na faixa de 320-380 nm. As medidas 
foram realizadas em um espectrofotômetro de fluorescência Cary Eclipse Varian, 
no Instituto de Física/USP. 
Para as medidas de fluorescência do Trp das amostras contendo lisozima, 5 
L das AuNPs 33,8 mg L-1 foram adicionadas em 90 L da dispersão de lisozima 
globular ou fibrilar. O Trp foi excitado em 295 nm, o espectro de emissão foi obtido 
na faixa entre 300 a 450 nm, com abertura das fendas de emissão e excitação de 
5 nm, utilizando uma placa de leitura de 96 poços com paredes escuras (Greiner 
Bio-One #655090). Os valores de fluorescência foram obtidos pela integração da 
área do sinal de fluorescência na faixa de 320-380 nm. A intensidade de 
fluorescência dos espectros não foi ajustada pela correção do filtro interno pois não 
houve mudança significativa da absorbância com a adição das AuNPs, conforme 
acompanhado no espectro no UV-Vis no mesmo  de excitação. As medidas foram 
realizadas em um leitor de placas Tecan infinite M1000, no MPIP. 
Para as medidas de fluorescência da Tioflavina T (ThT) das amostras 
contendo lisozima, 10 L de cada amostra foi adicionada em 90 L de ThT 20 mol 
L-1. O ThT foi excitado em 440 nm, o espectro de emissão foi obtido na faixa entre 
450 a 600 nm, com abertura das fendas de emissão e excitação de 5 nm, utilizando 
uma placa de leitura de 96 poços com paredes escuras (Greiner Bio-One #655090). 
Todas as medidas foram feitas em triplicatas e as intensidades de fluorescência 
foram corrigidas pelo branco tampão PBS. As medidas foram realizadas em um 
leitor de placas Tecan infinite M1000, no MPIP. 
 
3.3.9. Espectroscopia de dicroísmo circular (CD) 
As medidas de CD foram obtidas na região de 195 a 260 nm para as amostras 
contendo CALB e 200 a 260 nm para as amostras contendo lisozima, com 
velocidade de 50 nm/min, abertura da fenda de 1 nm, com intervalo de 0,5 nm, à 
25ºC, utilizando uma cubeta de quartzo de 1 mm. Todas as medidas foram feitas 
pela média de 10 acumulações e os espectros forma corrigidos pelo espectro 
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branco água (amostras contendo CALB) ou tampão PBS (amostras contendo 
lisozima). Os espectros foram apresentados utilizando a elipticidade molar residual 
(MRE) em graus cm2 dmol-1, o qual é definido pela equação 3 a seguir 148: 
                                          (equação 3) 
onde, obs é a elipticidade em miligraus, d é o caminho óptico da célula em 
centímetros, C é a concentração da proteína em g mL-1. MRW é a massa residual 
média e é definida por MRW = M/(N-1), onde M é a massa molar em Dalton e N é 
o número de aminoácidos presentes na proteína. Para a CALB, o valor de M é 
33000 g mol-1 e N é 317 98. Para a lisozima, o valor de M é 14300 g mol-1 e N é 129 
167. As medidas de DC foram feitas utilizando um espectropolarímetro Jasco J-815, 
no Departamento de Bioquímica/UFPR (amostras contendo CALB) e no MPIP 
(amostras contendo lisozima). 
 
3.3.10. Calorimetria de titulação isotérmica (ITC) 
As medidas de ITC foram realizadas pela titulação de 25 alíquotas de 2 L 
cada por uma seringa de injeção automática contento 50 L das dispersões de 
lisozima globular ou fibrilar 1,1 mg mL-1 à célula calorimétrica com 300 L de AuNPs 
0,0114 g L-1. As injeções foram feitas com 250 segundos de intervalo e agitação de 
350 rpm, a 25 °C. O calor resultante após cada injeção foi subtraído do calor de 
diluição da titulação da lisozima em água. As medidas foram feitas em um Nano 














4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1. ESTUDO DAS INTERAÇÕES ENTRE NANOBASTÕES DE OURO E 
POLISSACARÍDEOS1 
 
4.1.1. Motivação do trabalho 
Nanobastões de ouro (AuNRs) são de grande interesse para o 
desenvolvimento de estruturas auto-organizadas com propriedades específicas 
para diversas aplicações 59, 168-170. Usualmente, os AuNRs são obtidos pela síntese 
mediada pelo brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) 160, 171-173, formando uma dupla 
camada do CTAB na superfície dos AuNRs. Apesar do CTAB ser o responsável por 
manter a estabilização coloidal dos AuNRs em dispersões aquosas por meio de 
interações eletrostáticas, esta molécula é citotóxica para meios biológicos e 
também é responsável pela instabilidade dos AuNRs em soluções tampão salino, 
limitando as aplicações biológicas destes materiais 172-174. Com isso, a fim de 
diminuir a citotoxidade e manter a estabilidade dos AuNRs, os polissacarídeos 
naturais goma arábica (GA) e quitosana sulfatada (ChiS) foram utilizadas para 
encapsular os CTAB/AuNRs. A não-toxicidade e a biocompatibilidade da GA e 
ChiS, além da presença de uma variedade de grupos funcionais em suas estruturas 
que levam às interações eficientes com os CTAB/AuNRs, são características 
bastante atrativas para agentes de recobrimento 69, 71, 84, 175. Portanto, este trabalho 
contribui para o entendimento das forças que direcionam e controlam as interações 
superficiais entre esses materiais, fornecendo informações fundamentais para o 
desenvolvimento de novas nanoestruturas auto-montadas de ouro. 
 
4.1.2. Objetivos específicos 
- Recobrir os CTAB/AuNRs com GA e ChiS; 
- Avaliar as diferentes estruturas organizadas formadas para as GA@AuNRs 
e ChiS@AuNRs por imagens de MET e MEV; 
- Elucidar a natureza das interações envolvidas entre GA e ChiS com os 
CTAB/AuNRs por FTIR; 
                                                          
1 40. DE BARROS, H. R., PIOVAN, L., SASSAKI, G. L., SABRY, D. D., MATTOSO, N., NUNES, 
A. M., MENEGHETTI, M. R. and RIEGEL-VIDOTTI, I. C. Surface interactions of gold nanorods and 




- Promover a aplicação de polissacarídeos naturais como agentes 
estabilizantes para nanomateriais. 
 
4.1.3. Resultados e discussão 
Os nanobastões de ouro (AuNRs) sintetizados utilizando o CTAB como 
agente estabilizante apresentaram tamanho médio de 45 x 15 nm (razão de aspecto 
em torno de 3). Apesar da presença de partículas esféricas, a maioria das partículas 
apresentaram o formato de bastões, conforme observado nas imagens de MET na 
FIGURA 17(A), evidenciando um alto controle da morfologia na síntese.  
 
 
FIGURA 17. Imagens de MET dos (A) AuNRs e após a adsorção com os polissacarídeos (B e C) 
GA@AuNRs e (D e E) ChiS@AuNRs obtidas em diferentes magnificações. Reproduzido de 40 com 




Os AuNRs foram encapsulados com quitosana sulfatada (ChiS) ou goma 
arábica (GA) para o estudo de interação entre os polissacarídeos e o CTAB 
presente na superfície dos AuNRs. A concentração de GA e ChiS foi mantida muito 
maior do que as dos bastões para garantir o total recobrimento dos AuNRs. Os 
valores de potencial zeta dos polissacarídeos GA e ChiS foram de -36,3 mV e -28,6 
mV, respectivamente. A carga negativa foi atribuída aos grupos funcionais COO- 
presentes na estrutura da GA e aos grupos SO4- para a ChiS. Ao final da síntese 
dos AuNRs em pH ~5, os grupos COO- e SO4- estão majoritariamente dissociados 
enquanto que os grupos aminos protonados e neutros presentes na estrutura da 
GA e ChiS estão praticamente na mesma proporção (pKa ~6). Portanto, com a 
carga positiva do CTAB atribuída ao grupo amônio quaternário catiônico presente 
em sua estrutura, os AuNRs apresentam carga superficial líquida positiva 173, 
promovendo a interação eletrostática favorável entre a superfície dos AuNRs com 
a GA e a ChiS. 
O tamanho e morfologia dos AuNRs encapsulados por GA (GA@AuNRs) e 
por ChiS (ChiS@AuNRs) foram mantidos, apresentando tamanhos médios de 47 
nm x 15 nm e 43 nm x 14 nm, respectivamente. As imagens de MET na FIGURA 
17(B e C) representam as GA@AuNRs e na FIGURA 17(D e E) as ChiS@AuNPs 
em diferentes ampliações. É evidente pelas imagens de MET que as GA@AuNRs 
formam uma estrutura de partículas aglomeradas do tipo clusters e a presença da 
GA não foi identificada nas imagens. Por outro lado, nas ChiS@AuNRs as 
partículas estão separadas por uma estrutura densa, a qual sugere-se ser a 
estrutura da ChiS. Imagens adicionais de MET das amostras estão apresentadas 
no APÊNDICE 1. 
A absorção das bandas SPR no espectro UV-Vis apresentadas na FIGURA 
18 corrobora com o comportamento observado nas imagens de MET. Os AuNRs 
apresentam bandas SPR características em 1 = 515 nm e 2 = 740 nm e as 
GA@AuNRs e ChiS@AuNRs apresentam deslocamentos discretos em 1 e 2. 
Estes deslocamentos pequenos confirmam a adsorção dos polissacarídeos na 
superfície dos AuNRs devido as alterações da distribuição de cargas superficiais 
nos AuNRs e da constante dielétrica do meio. Para a ChiS@AuNRs, houve uma 
forte absorção das bandas SPR promovida provavelmente pela estrutura densa da 
ChiS ao redor dos AuNRs, da mesma forma como foi observado nas imagens de 
MET (FIGURA 17(C)). 
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FIGURA 18. Absorção das bandas SPR no espectro UV-Vis dos AuNRs (espectro preto), 
GA@AuNRs (espectro vermelho) e ChiS@AuNRs (espectro azul) após a lavagem. Reproduzido 
de 40 com permissão da Elsevier. 
 
 Portanto, é evidente que as interações e o arranjo ao redor dos AuNRs 
ocorreram de maneiras distintas para a GA e a ChiS, originando diferentes 
estruturas auto-montadas. Para um melhor entendimento da organização dos 
polissacarídeos ao redor dos AuNRs, imagens de MEV-HR foram obtidas utilizando 
a detecção por elétrons secundários e elétrons retroespalhados (FIGURA 19). As 
imagens obtidas pela detecção dos elétrons secundários fornecem informações 
pelo contraste topográfico e as obtidas por elétrons retroespalhados pela diferença 
de densidade eletrônica. A análise comparativa das imagens obtidas pelos 
diferentes detectores no MEV-HR fornece um entendimento mais aprofundado das 
interações envolvidas e sobre os arranjos das estruturas formados entre os AuNRs 
e a GA e ChiS. 
Da mesma maneira como foi observado nas imagens de MET e pelas 
bandas SPR, as imagens de MEV-HR mostraram que os AuNRs e as GA@AuNRs 
são bastante similares, diferenciando-se pela formação de aglomerados de 
partículas nas GA@AuNRs. Por outro lado, para as ChiS@AuNPs, foi observado 
que as partículas estão rearranjadas dentro da estrutura da ChiS. As imagens 
obtidas por elétrons secundários (FIGURA 19 (A), (C) e (E)) mostraram claramente 
essas diferenças pelo contraste topográfico, obtendo imagens com perspectiva de 
volume, evidenciando a estrutura tipo-nuvem que a ChiS forma ao redor dos AuNRs 
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e com as partículas individuais distribuídas por toda a estrutura (FIGURA 19(E)). 
No entanto, para as GA@AuNRs, a estrutura da GA não é diferenciada nas 
imagens e os AuNRs estão distribuídos muito próximos uns dos outros, 
confirmando a formação de aglomerados de partículas (FIGURA 19(C)).  
 
 
FIGURA 19. Imagens de MEV-HR dos (A e B) AuNRs, (C e D) GA@AuNRs e (E e F) 
ChiS@AuNRs. As imagens (A), (C) e (E) correspondem às imagens obtidas por elétrons 
secundários e as imagens (B), (D) e (F) correspondem às imagens obtidas por elétrons 
retroespalhados. Reproduzido de 40 com permissão da Elsevier 
 
As imagens obtidas por elétrons retroespalhados (FIGURA 19 (B), (D) e (F)) 
mostram as diferenças promovidas pela densidade eletrônica dos componentes da 
amostra. Para as GA@AuNRs, não foram observadas diferenças significativas em 
comparação com as imagens obtidas por elétrons secundários devido à baixa 
densidade eletrônica da GA em comparação ao ouro e pela fina camada de GA que 
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se formou no suporte (FIGURA 19(D)). Por outro lado, as imagens obtidas por 
elétrons retroespalhados para as ChiS@AuNRs são bem diferentes daquelas 
obtidas por elétrons secundários (FIGURA 19(E)). A densidade eletrônica e o 
contraste com a matriz orgânica da ChiS evidenciam fortemente que as partículas 
estão envoltas pela estrutura da ChiS e confirmam que a ChiS atua como um 
agente eficiente para envolver os AuNRs. Imagens adicionais de MEV-HR das 
amostras estão apresentadas no APÊNDICE 2. 
 Portanto, as diferenças observadas para as GA@AuNRs e ChiS@AuNRs 
podem ser atribuídas às densidades eletrônicas diferentes dos polissacarídeos. A 
ChiS apresenta maior densidade eletrônica em comparação com a GA devido aos 
grupos sulfatos presentes em sua estrutura enquanto que a GA é composta 
principalmente por átomos de menor densidade eletrônica, como C, O e H.  
Outro fator que pode ser atribuído aos diferentes arranjos da GA e ChiS ao 
redor dos AuNRs, é em relação a estrutura de cada polissacarídeo. A ChiS é um 
polissacarídeo de cadeia linear e apresenta massa molar menor 84, o que resultou 
em um arranjo compacto e denso ao redor dos AuNRs e favoreceu a formação de 
uma estrutura tridimensional. No entanto, a GA é um polissacarídeo altamente 
ramificado e com massa molar elevada 71, 72, o que favoreceu a formação de uma 
estrutura fina ao redor dos AuNRs. Além disso, como é bem conhecido que a GA 
atua como surfactante e tem solubilidade alta em água 72, as moléculas de GA que 
estavam fracamente ligadas à superfície dos AuNRs podem ter sido removidas 
durante os processos de lavagem. Com isso, a concentração final de GA na 
superfície dos AuNRs foi diminuída expressivamente e, consequentemente, 
resultou na formação dos aglomerados de partículas observados nas imagens de 
microscopia. Em comparação, a ChiS apresenta propriedades de aglutinação e sua 
solubilidade em água (pH ~5,5) é menor do que a GA 176, visto que a sulfatação da 
quitosana foi realizada a fim de melhorar a sua solubilidade em água (pH ~5,5) por 
ser antes totalmente solúvel apenas em meio ácido (pH ~3,0). Portanto, como a GA 
é mais solúvel do que a ChiS, resultou em uma maior concentração de moléculas 
de ChiS do que de GA ao redor dos AuNRs levando à formação de diferentes 
estruturas. Dessa forma, pela escolha do agente estabilizante é possível controlar 
a distribuição ou a auto-agregação dos AuNRs a fim de obter propriedades e 
aplicações distintas. Como por exemplo, clusters de AuNPs foram aplicadas em 
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terapia fototermal 177 e AuNPs individuais e funcionalizadas apresentaram funções 
biológicas por rotas de sinalização específica 178, 179. 
Dessa forma, a fim de avaliar a natureza das interações entre os 
polissacarídeos e os AuNRs que levaram às estruturas observadas, as análises de 
espectroscopia no FTIR foram realizadas. O deslocamento, aparecimento ou 
ausência de bandas no espectro FTIR fornece informações para elucidar as 
interações que ocorreram nas estruturas formadas. Primeiro, foi feita a análise dos 
espectros dos AuNRs e do CTAB apresentados na FIGURA 20. A atribuição das 
principais bandas está apresentada na TABELA 2. 
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FIGURA 20. Espectro de FTIR dos AuNRs e CTAB com a atribuição das principais bandas. 
Reproduzido de 40 com permissão da Elsevier 
 
TABELA 2 – Atribuições das principais bandas dos espectros no FTIR do CTAB e AuNRs. 
Reproduzido de 40 com permissão da Elsevier. 
Atribuiçãoa Comprimento de onda (cm-1) 
CTAB AuNR 
Estiramento simétrico e assimétrico dos -CH2- da cadeia 
do CTAB 
2918 e 2850 2918 e 2850 
Dobramento angular simétrico e assimétrico dos C-H 
presentes no grupo H3C-N+ 
1487, 1473, 1462 
e 1431 
1487, 1473, 1462 
e 1431 
Estiramento do C-N+ 
962 960 
Torção dos –CH2- presentes na cadeia ((CH2)n, n>4) 
719 e 731 669 
a Baseado em 180-184. 
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As principais bandas presentes no espectro de CTAB foram preservadas no 
espectro dos AuNRs. As bandas em 2918 e 2850 cm-1 referentes às vibrações de 
estiramento simétrica e assimétrica dos -CH2- presentes na cadeia alquílica do 
CTAB não foram alteradas. Esse comportamento sugere que a cadeia alquílica e 
hidrofóbica do CTAB não interagiu com a superfície dos AuNRs. Dessa forma, 
como o meio de dispersão é aquoso, as cadeias hidrofóbicas do CTAB interagem 
entre si, formando uma dupla camada na superfície dos AuNRs, não restringindo 
os modos vibracionais de estiramento 160. Além disso, as bandas em 1487, 1473, 
1462 e 1431 cm-1 são referentes às vibrações de dobramento angular (ou vibrações 
scissoring) simétricas e assimétricas dos C-H presentes na fração CH3-N+ e a 
banda em 960 cm-1 correspondente a vibração de estiramento C-N+ apresenta 
intensidade diminuída e pouco deslocada no espectro dos AuNRs em comparação 
ao espectro de CTAB puro. Essa redução na intensidade pode ser atribuída aos 
grupos da porção hidrofílica do CTAB que estão interagindo com os AuNRs. A 
FIGURA 21 apresenta um esquema ilustrativo da organização do CTAB na 
superfície dos AuNRs. 
 
FIGURA 21. Esquema ilustrativo da interação entre os AuNRs e o CTAB. As cadeias alquílicas 
hidrofóbicas do CTAB interagem entre si formando uma dupla camada na superfície dos AuNRs. 
Fonte: adaptado de 40, 160. 
 
Além disso, as bandas presentes na região de menores comprimentos de 
onda no espectro FTIR também fornecem informações a respeito da interação entre 
o CTAB e a superfície dos AuNRs. As bandas correspondentes a vibração de torção 
(ou vibrações rocking) dos grupos –CH2 estão localizadas em 719 e 731 cm-1 no 
espectro do CTAB puro enquanto que no espectro dos AuNRs é observada apenas 
uma banda em 669 cm-1. Portanto, estas alterações indicam as restrições de 
movimento que as cadeias alquílicas do CTAB sofreram, confirmando a formação 
da dupla camada do CTAB ao redor dos AuNRs.  
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Do mesmo modo, a análise do espectro no FTIR obtido para as GA@AuNRs 
forneceu informações importantes para a elucidação das interações envolvidas. O 
espectro das GA@AuNRs apresentou mudanças significativas em comparação aos 
espectros dos AuNRs e GA, conforme observado na FIGURA 22. A atribuição das 
principais bandas está apresentada na TABELA 3. As bandas características dos 
AuNRs promovidas pelas vibrações de estiramento simétricas e assimétricas dos 
grupos -CH2- presentes na cadeia alquílica do CTAB (2918 e 2850 cm-1) foram 
mantidas no espectro dos GA-AuNRs. Dessa forma, revela que o CTAB ainda está 
presente na superfície dos AuNRs, sugerindo que a interação com a GA ocorreu 
via o CTAB remanescente. Além disso, o desaparecimento das bandas em 1473, 
1462, 1433 e 960 cm-1 referentes a fração positiva C-N+ do CTAB sugere que 
ocorreu a interação com os grupos negativos presentes na estrutura da GA. Essa 
evidência foi confirmada pelo desaparecimento das duas bandas em 1608 e 1419 
cm-1 no espectro das GA@AuNRs atribuídas as vibrações de estiramento simétrica 
e assimétrica dos grupos –COO- presentes na estrutura da GA. Além disso, a 
mudança do perfil das bandas referentes ao estiramento dos grupos C-O (1253, 
1143, 1064 e 1031 cm-1) devido as interações com o CTAB na superfície dos 
AuNRs também confirmam as interações eletrostáticas envolvidas. Ainda, as novas 
bandas que surgiram próximas de 1060 cm-1 e na região entre 700 e 400 cm-1 
podem serem associadas com as interações promovidas pela adsorção da GA na 
superfície dos AuNRs. 



































FIGURA 22. Espectro de FTIR das GA@AuNRs, AuNRs e GA com a atribuição das principais 
bandas. Reproduzido de 40 com permissão da Elsevier. 
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TABELA 3 - Atribuições das principais bandas dos espectros no FTIR dos AuNRs, GA, GA@AuNRs, 
ChiS e ChiS@AuNRs. Reproduzido de 40 com permissão da Elsevier. 
Atribuiçõesa Comprimento de onda (cm-1) 
AuNR GA GA@AuNR ChiS ChiS@AuNR 
Estiramento simétrico e 
assimétrico dos -CH2- da 
cadeia do CTAB 
2918 e 
2850 
- 2918 e 
2850 
- 2918 e 2850 
Estiramento simétrico e 
assimétrico dos sais de 
ácido carboxílico –COO- 
- 1608 e 
1419 
- - - 
Dobramento angular 
simétrico e assimétrico 












- 1062 e 
1004 
1062 e 1004 
Pode ser atribuído as 
interações que ocorrem 
nas GA@AuNRs 




962 - - - - 
Banda amida C=O 
- - - 1647 1647 
Banda associada ao –
NH3+ 
- - - 1541 1542 
Estiramento simétrico dos 
C-O-C 
- - - 1153 1153 
a Baseado em 86, 182, 185. 
 
Portanto, a partir da interpretação dos espectros FTIR e das informações 
obtidas, foi sugerido os GA@AuNRs estão organizados de forma que a GA está 
recobrindo os AuNRs, via interações eletrostáticas com o CTAB, conforme 
representado esquematicamente na FIGURA 23. Dessa forma, visando o potencial 
uso dos AuNRs para diversas aplicações biológicas, os GA@AuNRs são 
promissores para estudos com a finalidade de diminuir a toxicidade dos AuNRs e 




FIGURA 23. Esquema ilustrativo da organização dos GA@AuNRs promovida pelas interações 
eletrostáticas entre os grupos carregados positivamente do CTAB presente na superfície dos 
AuNRs e os grupos carregados negativamente na estrutura da GA. 
 
Um comportamento similar foi observado na análise do espectro no FTIR 
dos CHiS@AuNRs (FIGURA 24). A atribuição das principais bandas está 
apresentada na TABELA 3. No espectro dos ChiS@AuNRs, as bandas em 2918 e 
2850 cm-1 referentes as vibrações simétricas e assimétricas dos grupos –CH2- 
permanecem enquanto que as bandas em 1487-1433 e em 960 cm-1, atribuídas ao 
grupo C-N+, desaparecem em comparação ao espectro dos AuNRs. Além disso, as 
principais bandas observadas no espectro da ChiS em 1647, 1542, 1153, 1072, 
1062 e 1004 cm-1, referentes aos diversos grupos funcionais presentes na estrutura  










































FIGURA 24. Espectro de FTIR das ChiS@AuNRs, AuNRs e ChiS com a atribuição das principais 
bandas. Reproduzido de 40 com permissão da Elsevier. 
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da ChiS, permanecem no espectro dos ChiS@AuNRs; porém, com intensidade 
reduzida. Portanto, sugere que a interação entre os grupos C-N+ do CTAB e a ChiS 
ocorrem pela interação eletrostática via interações mútuas de diversos grupos 
funcionais carregados negativamente presentes na ChiS. Logo, as interações 
envolvidas na organização da ChiS recobrindo os AuNRs, via interação com o 
CTAB, é bastante similar aos GA@AuNRs, conforme esquematizado na FIGURA 
25.   
 
FIGURA 25. Esquema ilustrativo da organização dos ChiS@AuNRs promovida pelas interações 
eletrostáticas entre os grupos carregados positivamente do CTAB presente na superfície dos 
AuNRs e os grupos carregados negativamente na estrutura da ChiS. 
 
 Para as interações envolvidas nos ChiS@AuNRs, é importante ressaltar que 
o enxofre presente nos grupos sulfatos na estrutura da ChiS não apresenta as 
mesmas características de interação com AuNPs como ocorre para o enxofre 
presentes em grupos tióis. É bem conhecido que os grupos tióis apresentam ligação 
preferencial com a superfície das AuNPs, promovidas por ligações covalentes 
termodinamicamente favoráveis 186-189. Por outro lado, o enxofre presente nos 
grupos sulfatos da ChiS é menos reativo nesse tipo de interação já que não 
apresenta pares de elétrons livres, impedindo a presença de novos sítios de ligação 
com a superfície das AuNPs. No entanto, os grupos sulfatos estabilizam AuNPs por 
interações eletrostáticas promovidas pelos grupos hidroxilas, carboxilas e amino.  
 
4.1.4. Conclusões parciais 
Utilizando uma metodologia simples, foi demonstrado que a GA e a ChiS 
interagiram com os AuNRs, formando estruturas auto-organizadas distintas, as 
quais dependeram da estrutura e das propriedades de cada polissacarídeo. Por 
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imagens de microscopias, foi caracterizado que a GA produziu agregados tipo 
clusters de AuNRs. Por outro lado, a ChiS atuou como um eficiente agente 
encapsulante, resultando em AuNRs individuais, as quais foram separadas pelas 
moléculas de ChiS. Dessa forma, pela escolha do polissacarídeo aplicado, foi 
possível manipular a formação de AuNRs individuais ou clusters. Por análises de 
espectroscopia no FTIR, foi demostrado que o CTAB não foi totalmente removido 
da superfície dos AuNRs. A GA e a ChiS interagiram com os AuNRs via os grupos 
positivos –C-N+ do CTAB e os grupos carregados negativamente dos 
polissacarídeos, por interações eletrostáticas, sem alterar os grupos –CH2- do 
CTAB, encapsulando os AuNRs. Portanto, associando com trabalhos na literatura, 
é esperado que GA@AuNRs e ChiS@AuNRs apresentem menor toxicidade do que 
os AuNRs com CTAB exposto em sua superfície.  
 
4.2. ESTUDO FÍSICO-QUÍMICO DA IMOBILIZAÇÃO DA CALB EM 
NANOPARTÍCULAS DE OURO 
 
4.2.1. Motivação do trabalho 
É bem conhecido que as nanopartículas de ouro (AuNPs) apresentam 
superfície favorável para a adsorção de biomoléculas, como por exemplo, quando 
expostas à meios biológicos 19, 49, 190. Baseado nisso e buscando novas 
metodologias mais ecológicas e o uso seguro das AuNPs, as biomoléculas vêm 
sendo empregadas como agentes estabilizantes ou de revestimento na síntese de 
AuNPs 19, 115, 191. Dessa forma, são obtidos materiais estáveis, biocompatíveis e, ao 
mesmo tempo, inserindo bio-funcionalidades na superfície das AuNPs 19. No 
entanto, apesar do crescente aumento nas pesquisas nessa área, apenas poucos 
trabalhos foram encontrados utilizando enzimas como as biomoléculas alvo 115, 135, 
136, 192. Com isso, neste trabalho foram exploradas o uso da lipase de Candida sp. 
(CALB) como agente estabilizante para a síntese das AuNPs e um estudo 
comparativo da adsorção da CALB em AuNPs previamente sintetizadas. Foram 
analisadas a estabilidade das AuNPs promovidas pela CALB assim como as 
mudanças na conformação e nas propriedades catalíticas da CALB. Apesar da 
variedade de trabalhos analisando as mudanças de conformação de enzimas pela 
interação com as AuNPs 24, 135, 192, não foram encontrados estudos com esse 
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mesmo objetivo utilizando lipases; embora materiais bio-híbridos lipases-AuNPs 
venham sendo explorados para aplicações em biocatálise, biossensores, 
imobilização de enzimas e resolução cinética 94, 193-196. Portanto, além de contribuir 
para o desenvolvimento do uso de enzimas como agentes estabilizantes para 
AuNPs, este trabalho fornece informações indispensáveis para o uso seguro 
desses materiais para serem utilizados em diversas aplicações. 
 
4.2.2. Objetivos específicos 
- Utilizar a CALB como agente estabilizante na síntese de AuNPs (SACALBAuNPs); 
- Avaliar a adsorção da CALB na superfície das AuNPs (CALB@AuNPs); 
- Comparar as interações envolvidas entre as SACALBAuNPs e CALB@AuNPs 
assim como os efeitos causados na conformação da CALB; 
- Caracterizar as propriedades destes materiais por imagens de MET, potencial 
zeta, eletroforese em gel, espectroscopias no UV-Vísivel, de fluorescência e de CD; 
- Analisar a atividade catalítica da CALB, SACALBAuNPs e CALB@AuNPs; 
- Explorar diferentes razões CALB/AuNPs a fim de avaliar a dependência entre a 
faixa de concentração das AuNPs e os danos causados na estrutura da CALB. 
 
4.2.3. Resultados e discussão 
As nanopartículas obtidas na síntese de AuNPs utilizando a CALB como 
agente estabilizante (SA) foram denominadas de SACALB@AuNPs. A CALB atuou 
como um ótimo SA durante a síntese onde nanopartículas estáveis e homogêneas 
foram obtidas, mesmo sendo utilizadas dispersões aquosas de CALB em baixa 
concentração (0,42 mol L-1). A estabilidade das AuNPs foi acompanhada pelo 
monitoramento da banda SPR no UV-Vis durante as semanas seguintes. 
É bem conhecido que as proteínas apresentam menor solubilidade próximo 
ao seu ponto isoelétrico (pI) 197. A CALB apresenta um pI teórico de 5,8 98. Como 
foi utilizado água como solvente (pH ~5,5), agregados visíveis da CALB foram 
observados em maiores concentrações de proteína. A síntese das 
SACALB@AuNPs utilizando dispersões mais concentradas de CALB (20 e 42 mol 
L-1) não apresentaram banda SPR das AuNPs evidente no espectro no UV-Vis 
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(FIGURA 26). Além disso, a síntese das SACALB@AuNPs utilizando dispersões de 
CALB ainda mais diluídas (< 0,42 mol L-1) não foram eficientes para o controle do 
tamanho e estabilidade das AuNPs. Portanto, baseado nos resultados prévios de 
concentração, a dispersão de CALB com concentração 0,42 mol L-1 foi utilizada 
na síntese das SACALB@AuNPs adequadamente.  


















Comprimento de onda (nm)  
FIGURA 26. Espectro no UV-Vis das SACALB@AuNPs sintetizadas com CALB nas concentrações 
de 0,42 mol L-1 (espectro preto), 20 mol L-1 (espectro vermelho) e 42 mol L-1 (espectro azul). 
 
A imagem de MET apresentada na FIGURA 27(A) mostra que as 
nanopartículas nas SACALB@AuNPs são principalmente esféricas com tamanho 
médio de 3,5 ± 0,7 nm e que estão envolvidas pela estrutura da CALB. A imagem 
apresentada no inset obtida por MET de alta resolução (MET-HR) evidencia e 
confirma a camada de CALB ao redor da superfície das AuNPs. A FIGURA 27(B) 
apresenta uma imagem da CALB para evidenciar a sua estrutura, a qual 
corresponde a pequenos agregados globulares da enzima. 
A fim de elucidar as interações envolvidas entre a CALB e as AuNPs, 
também foi analisada a adição da CALB em AuNPs previamente sintetizadas para 
comparação das propriedades. Para isso, foram preparadas AuNPs estabilizadas 
por citrato de sódio, por ser uma síntese muito bem conhecida para obtenção de 
AuNPs estáveis com controle de tamanho e morfologia 34, 41, 162. Além disso, como 
as propriedades das AuNPs são diretamente dependentes do seu tamanho 36, 
AuNPs com aproximadamente o mesmo tamanho das obtidas em SACALB@AuNPs 
70 
 
foram sintetizadas. Com isso, foi obtido o material bio-híbrido chamado de 
CALB@AuNP, os quais são estáveis sob as mesmas condições estudadas para as 
SACALB@AuNPs. A FIGURA 27(C) apresenta a imagem de MET das AuNPs 
estabilizadas com citrato com tamanho médio de 4,3 ± 0,7 nm e a FIGURA 27(D) 
apresenta as AuNPs após a adição da CALB, obtendo as CALB@AuNPs com a 
mesma distribuição de tamanho. Conforme observado, a adição da CALB nas 
AuNPs não levou à agregação das nanopartículas; portanto, indicando que as 
propriedades das AuNPs foram mantidas. Dessa forma, as CALB@AuNPs se 
mostraram como uma metodologia apropriada para comparação com as 
SACALB@AuNPs para o estudo físico-químico das interações na interface AuNPs-
CALB. Imagens adicionais de MET das amostras estão apresentadas no 
APÊNDICE 3. 
 
FIGURA 27. Imagens de MET da (A) SACALB@AuNPs com inset mostrando em detalhe a camada 
de CALB na superfície da AuNPs adquirida por MET-HR, (B) CALB, (C) AuNPs estabilizadas por 
citrato e (D) CALB@AuNPs. 
 
O monitoramento da banda SPR no espectro no UV-Vis (FIGURA 28) 
confirmou as informações obtidas pelas imagens de MET. As AuNPs estabilizadas 
por citrato apresentaram um max em 510 nm. O deslocamento para max maiores 
de 515 nm e 524 nm para CALB@AuNPs e SACALB@AuNPs, respectivamente, 
confirmaram a adsorção da CALB na superfície das AuNPs devido às mudanças 
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provocadas na distribuição eletrônica na superfície das AuNPs. Além disso, o 
deslocamento mais acentuado de max e a banda SPR mais larga para as 
SACALB@AuNPs sugerem que a adsorção da CALB na superfície das AuNPs 
ocorreu de uma maneira diferente para as CALB@AuNPs e SACALB@AuNPs. 
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FIGURA 28. Absorção normalizada das bandas SPR no espectro no UV-Vis das AuNPs (espectro 
preto), SACALB@AuNPs (espectro vermelho), CALB@AuNPs (espectro azul). 
 
Conforme observado pelas imagens de MET e as bandas SPR, as interações 
envolvidas entre as AuNPs e as CALB não levou à agregação das AuNPs, 
indicando que as propriedades das AuNPs foram mantidas em ambas 
CALB@AuNPs e SACALB@AuNPs. É conhecido que a interação entre proteínas e 
nanopartículas metálicas é atribuída às interações preferenciais dos grupos 
aminoácidos das proteínas nas facetas nanocristalinas 19. Essas interações podem 
levar à alterações na estrutura e nas funções das proteínas 27. Portanto, para 
elucidar os comportamentos distintos observados nessas interações, assim como 
a influência nas propriedades físico-químicas desses materiais, também foi 
analisado o efeito que as AuNPs podem ter provocado na estrutura e funções da 
CALB. 
Com esse objetivo, a estrutura terciária da CALB foi analisada pela 
fluorescência do Trp, conforme apresentado na FIGURA 29. A CALB tem 5 
resíduos de Trp em sua estrutura 98. O espectro de fluorescência da CALB exibiu 
um máximo de fluorescência em 323 nm, típico para resíduos de Trp localizados 
72 
 
no interior da estrutura da enzima 98. Na presença das AuNPs, a fluorescência do 
Trp teve um deslocamento do max para 349 nm e 351 nm para CALB@AuNPs e 
SACALB@AuNPs, respectivamente. Estes deslocamentos para max maiores 
mostram que os resíduos de Trp interagiram com as AuNPs. Dessa forma, a 
interação da CALB com a superfície das AuNPs (CALB@AuNPs) e durante a 
síntese das AuNPs (SACALB@AuNPs) levou a mudanças na estrutura terciária da 
CALB. 
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FIGURA 29. Espectro normalizado de emissão de fluorescência do Trp para CALB (espectro 
preto), SACALB@AuNPs (espectro vermelho) e CALB@AuNPs (espectro azul). 
 
Além disso, esses deslocamentos também podem ser associados à 
exposição dos resíduos de Trp para o meio aquoso promovido pela interação com 
as AuNPs. É bem conhecido que esse tipo de mudança na conformação da 
proteína pode acarretar o desenovelamento da sua estrutura e, consequentemente, 
na diminuição ou mesmo na perda das suas propriedades inerentes 138. Com isso, 
para correlacionar com as propriedades da estrutura terciária observadas por 
fluorescência do Trp, medidas de espectroscopia de dicroísmo circular (CD) foram 
realizadas para monitorar os possíveis efeitos causados na estrutura secundária da 
CALB promovidas pelas interações com as AuNPs. 
A CALB é uma enzima com conformação -hélice, caracterizada pelos dois 
sinais negativos em 208 nm e 222 nm no espectro de CD (FIGURA 30) 98. De forma 
interessante, apesar dos espectros diferentes observados anteriormente na 
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fluorescência do Trp, o espectro de CD da CALB@AuNP foi bastante similar ao 
espectro da CALB. O sinal em 222 nm foi mantido para as CALB@AuNPs. As 
mudanças no sinal 222 nm são normalmente utilizadas para monitorar o processo 
de desenovelamento de proteínas 148. Por outro lado, no espectro das 
SACALB@AuNPs, a intensidade dos sinais em 208 nm e 222 nm foi reduzida. A 
diminuição no sinal da elipticidade do CD pode ser associado com a agregação da 
proteína 98. No entanto, como o espectro manteve o mesmo perfil característico da 
CALB e nenhum novo sinal foi notado para as SACALB@AuNPs, sugere-se que 
houve redução da quantidade da conformação -hélice sem o aparecimento de 
outras estruturas irregulares na CALB 98. Estruturas irregulares são caracterizadas 
geralmente por um sinal negativo intenso e largo ao redor de 200 nm no espectro 
de CD 148. Portanto, associando as informações obtidas pela análise dos espectros 
de CD e pela fluorescência do Trp, foi sugerido que a CALB presente durante o 
crescimento das AuNPs atuando como agente estabilizante (SACALB@AuNPs) 
sofreu alterações mais significativas em sua estrutura do que a CALB adicionada 
em AuNPs previamente sintetizadas (CALB@AuNPs). 
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FIGURA 30. Espectro de CD para a CALB (espectro preto), SACALB@AuNPs (espectro vermelho) 
e CALB@AuNPs (espectro azul), destacando os sinais em 208 nm e 222 nm característicos da 
estrutura -hélice. 
   
 As mudanças na conformação da CALB promovidas pela interação com as 
AuNPs podem afetar as propriedades inerentes da enzima. Como por exemplo, 
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funções fundamentais como a sua atividade catalítica 27. Com isso, com o objetivo 
de avaliar o efeito das AuNPs provocado na conformação da CALB conforme 
observado pela fluorescência do Trp e CD, uma avaliação da atividade catalítica da 
CALB em função do tempo foi monitorada pela hidrólise do palmitato de p-nitrofenila 
(pNPP) (FIGURA 31).  






















Tempo (min)  
FIGURA 31. Avaliação da atividade catalítica da CALB (quadrados), CALB@AuNPs (círculos) e 
SACALB@AuNPs (triângulos) na hidrólise do pNPP em função do tempo, monitorando a formação 
do pNP pela absorbância em  = 405 nm no espectro no UV-Vis. A curva representada pelas 
estrelas é referente a reação controle na ausência de qualquer catalisador (auto-hidrólise do 
pNPP). As barras em preto representam o desvio padrão (SD) e as barras em vermelho 
representam o erro padrão (SE) da média das 3 medidas. 
 
 A CALB catalisa rapidamente a hidrólise do pNPP, produzindo o p-
nitrofenolato (pNP), o qual é caracterizado pela coloração amarela e quantificado 
pela absorbância em  = 405 nm no espectro no UV-Vis (curva representada por 
círculos fechados). A quantidade de pNP produzida na ausência de qualquer 
catalisador (auto-hidrólise do pNPP) foi reduzida expressivamente no mesmo 
período (curva representada por estrelas). Como esperado baseado nas 
informações obtidas por fluorescência do Trp e CD, as CALB@AuNPs e 
SACALB@AuNPs exibiram atividade catalítica reduzida em comparação com a 
CALB (curvas representadas por círculos abertos e triângulos, respectivamente). 
Além disso, a atividade catalítica da CALB@AuNPs foi ligeiramente maior do que 
para as SACALB@AuNPs, concordando com as informações obtidas por CD. 
Apesar do desvio padrão (SD) ser próximo para as duas amostras, o qual refere-se 
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à dispersão das medidas, o erro padrão (SE) da média (barras em vermelho) indica 
a baixa variação em relação ao SD uma vez que o SE fornece a incerteza da 
medida ao redor da média estimada 198, 199. Portanto, a relação entre SD e SE 
indicou a precisão das medidas e confirmou a ligeira maior atividade catalítica para 
as CALB@AuNPs. 
As CALB@AuNPs e as SACALB@AuNPs apresentaram, respectivamente, 
87% e 80% de retenção da atividade catalítica em comparação com a atividade da 
CALB. Ainda, as quantidades de produto formados para a CALB@AuNPs e as 
SACALB@AuNPs foram 72% e 70%, respectivamente, maiores quando 
comparados à reação na ausência de catalisador. Portanto, foi evidenciado que as 
alterações na conformação da CALB provocadas pelas interações com as AuNPs 
não fizeram com que a CALB perdesse completamente as suas propriedades de 
catálise. 
 Apesar dos experimentos de atividade catalítica serem realizados com 
excesso de CALB, foram observados efeitos notáveis promovidos pelas AuNPs nas 
propriedades de catálise da enzima. Ou seja, mesmo se o resultado final da 
atividade catalítica das CALB@AuNPs e SACALB@AuNPs teve contribuição das 
moléculas de CALB livres na dispersão, foi observada a redução da atividade 
catalítica para as moléculas de CALB adsorvidas na superfície das AuNPs. Não foi 
possível de obter a separação da CALB livre em dispersão nas CALB@AuNPs e 
SACALB@AuNPs pois as dispersões que foram utilizadas são muito diluídas 
somado ao tamanho muito pequeno destes coloides. Com isso, não ocorreu a 
precipitação e separação das espécies por centrifugação. 
 A avaliação da atividade catalítica em função do tempo reforçou as 
informações obtidas pela fluorescência do Trp e CD. A interação entre a CALB e as 
AuNPs foi confirmada e isto causou as mudanças na conformação da CALB; no 
entanto, sem redução expressiva da atividade catalítica. Como visto pela 
fluorescência do Trp, a estrutura terciária da CALB foi alterada tanto para as 
CALB@AuNPs como para as SACALB@AuNPs e, possivelmente, com magnitude 
similar, baseando-se no deslocamento muito próximo de max. Por outro lado, em 
relação à estrutura secundária caracterizada por CD, as alterações na conformação 
da CALB nas SACALB@AuNPs foram mais acentuadas. A redução da elipticidade 
no espectro de CD indicou menor quantidade de moléculas na conformação -
76 
 
hélice nas SACALB@AuNPs, o que pode ser relacionado com a ligeira diminuição 
na atividade catalítica em comparação com as CALB@AuNPs. 
 Logo, algumas considerações em relação às distinções observadas são 
feitas a seguir. Como a CALB esteve presente em todas as etapas da síntese das 
AuNPs para formar as SACALB@AuNPs, isto levou a mudanças mais acentuadas 
na estrutura da CALB. Provavelmente, as mudanças não estão relacionadas com 
reações entre NaBH4 e grupos expostos na estrutura da enzima, uma vez que esse 
agente redutor, comumente, reage com aldeídos e cetonas e estes grupos não 
estão presentes nos aminoácidos constituintes da CALB 200. Com isso, as 
interações entre AuNP-CALB promoveram outros tipos de alterações na estrutura 
da CALB, os quais dependeram da ordem de adição para obter as CALB@AuNPs 
e as SACALB@AuNPs. 
 Com o objetivo de demonstrar as diferenças observadas entre as 
CALB@AuNPs e SACALB@AuNPs, medidas de potencial zeta foram realizadas 
para explorar a afinidade entre a enzima e as nanopartículas (FIGURA 32) 201. Além 
disso, a técnica de potencial zeta fornece informações importantes para o estudo 
da estabilidade dos sistemas coloidais 202. O potencial zeta obtido para a CALB (em 
água, pH~5,5) foi de -5,27 ± 0,1 mV. O potencial zeta das AuNPs sintetizadas por 
citrato foi de -48,4 ± 2,6 mV. Este valor indicou a elevada estabilidade das AuNPs 
sintetizadas com citrato e a carga negativa resultou dos íons citrato presentes na 
superfície das AuNPs 203. Para as CALB@AuNPs e SACALB@AuNPs, o potencial 
































FIGURA 32. Valores de potencial zeta da CALB, SACALB@AuNPs, CALB@AuNPs e AuNPs 
estabilizadas por citrato. 
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 A redução do potencial zeta de -48,4 ± 2,6 mV das AuNPs estabilizadas por 
citrato para -27,9 ± 1,8 mV das CALB@AuNPs confirmou a adsorção da CALB na 
superfície das AuNPs 203. No caso das SACALB@AuNPs, o valor de potencial zeta 
de -17,5 ± 2,4 mV mais negativo do que o da CALB (-5,27 ± 0,1 mV) mostrou que 
houve a formação das AuNPs e o recobrimento pela proteína 204. O valor mais 
negativo de potencial zeta das CALB@AuNPs indicou estabilidade superior em 
relação às SACALB@AuNPs. Este comportamento está associado ao aumento das 
forças repulsivas entre as partículas, reduzindo a tendência de agregação dos 
coloides 202. Além disso, a associação com as AuNPs promoveu sistemas mais 
estáveis para a CALB através de interações eletrostáticas na superfície das AuNPs 
39, 143. Como o pI da CALB é 5,8 98 e o meio aquoso de pH~5,5 pode promover 
instabilidade para a estrutura da CALB, as CALB@AuNPs e as SACALB@AuNPs 
foram uma estratégia adequada para preservar a estabilidade e as propriedades da 
CALB sob as condições analisadas. 
A técnica de eletroforese em gel também foi utilizada para coletar 
informações sobre as interações envolvidas e pode ser associada aos dados de 
potencial zeta 134. No gel de eletroforese apresentado na FIGURA 33, as aplicações 
em A, C e E correspondem respectivamente às CALB@AuNPs, SACALB@AuNPs 
e CALB, onde foi observado claramente os perfis diferentes para a CALB e a CALB 
na presença das AuNPs. A CALB apresentou a banda característica em 33 kDa 
com algumas bandas de maior massa molar com intensidade menos significativas. 
Por outro lado, para as CALB@AuNPs e SACALB@AuNPs, nenhuma fração de 
proteínas foi notada no gel. Estes resultados sugerem que a interação AuNP-CALB 
promoveu um arranjo de estrutura complexa de tamanho maior e, -5,27 mV da 
CALB para -17,5 mV e -27,9 mV na presença das AuNPs, confirmaram as 
alterações da superfície das AuNPs pela CALB 205, criando um novo tipo de material 
bio-híbrido.  
Para confirmar essas observações, as amostras foram previamente 
desnaturadas por temperatura e analisadas novamente por eletroforese em gel. As 
amostras foram fervidas para desnaturar a estrutura da proteína e poder relacionar 
com as interações com as AuNPs. As aplicações em B, D e F correspondem 
respectivamente às amostras desnaturadas de CALB@AuNPs, SACALB@AuNPs e 
CALB. Como resultado, os perfis de migração no gel de eletroforese foram 
diferentes daqueles apresentados pelas amostras em A, C e E, em especial para 
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as amostras contendo AuNPs. As CALB@AuNPs e SACALB@AuNPs fervidas 
apresentaram a banda característica em 33 kDa para a CALB. Portanto, isto sugere 
que o complexo AuNP-CALB foi desfeito, seguido do desprendimento da CALB da 
superfície das AuNPs. Com isso, a CALB foi capaz de migrar pelo gel, o que não 
ocorreu antes quando adsorvida nas CALB@AuNPs e SACALB@AuNPs. Além 
disso, a CALB apresentou bandas novas e mais intensas depois da desnaturação 
(F), indicando outros fragmentos de proteína. Por outro lado, outras bandas não 
foram evidenciadas na presença das AuNPs (B e D), sugerindo que a interação 
AuNPs-CALB foi eficiente a tal ponto de não se observar novas bandas referentes 
a outros fragmentos de proteína.  
 
FIGURA 33. Perfil de migração em gel de eletroforese das (A) CALB@AuNPs, (C) 
SACALB@AuNPs e (E) CALB e as respectivas amostras previamente desnaturadas por 
temperatura CALB@AuNPs, (D) SACALB@AuNPs e (F) CALB.   
 
Portanto, apesar do efeito causado pelas AuNPs na conformação da CALB 
caracterizadas por fluorescência do Trp e CD, os complexos AuNP-CALB formados 
permaneceram estáveis conforme analisado por potencial zeta e eletroforese e com 
resultados mais positivos para as CALB@AuNPs. Contudo, foi verificado que as 
interações promovidas entre as AuNPs-CALB reduziram as funções catalíticas da 
CALB. Dessa forma, com o objetivo de estudar as CALB@AuNPs, foram 
exploradas razões crescentes entre CALB/AuNPs para monitorar a relação da 
quantidade de AuNPs com as alterações provocadas na conformação da CALB. 
Para isso, alíquotas de AuNPs estabilizadas por citrato foram adicionadas 
na dispersão de CALB 0,42 mol L-1 e investigadas por fluorescência do Trp. 
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Apesar dos diversos trabalhos encontrados com o objetivo de estudar as mudanças 
de conformação de enzimas pela interação com AuNPs por fluorescência do Trp 
135, 143, 191, 192, 206, não foram encontrados trabalhos estudando a interação das 
AuNPs com lipases.  
Com as subsequentes adições das alíquotas de AuNPs na dispersão de 
CALB, a intensidade de fluorescência do Trp foi reduzindo continuamente (FIGURA 
34). Este tipo de comportamento é causado pelo efeito de supressão que pode ser 
promovido pela presença de moléculas do solvente próximas aos resíduos de Trp 
ou por grupos vizinhos presentes na estrutura da proteína 207. Com isso, a 
diminuição da intensidade de fluorescência foi associado à interação entre os 
resíduos de Trp da CALB e as AuNPs 137. Medidas de potencial zeta também foram 
realizadas para confirmar a interação entre a CALB e as AuNPs. Os valores de 
potencial zeta variaram de -5,27 ± 0,1 mV até -34,0 ± 1,71 mV com as subsequentes 
adições das AuNPs (FIGURA 34). Evidentemente, os valores mais negativos foram 
originados pela adição das AuNPs que possuem potencial zeta bastante negativo 
(-48,4 ± 2,6 mV). Porém, associado à supressão de fluorescência que ocorreu no 
mesmo intervalo, a variação do potencial zeta também indicou a interação da CALB 
na superfície das AuNPs 143. 
 










































FIGURA 34. Monitoramento das mudanças na intensidade de fluorescência (círculos pretos) e nos 
valores de potencial zeta (círculos vermelhos) pelas subsequentes adições de AuNPs na 
dispersão de CALB. 
 
 O deslocamento em max da fluorescência do Trp no mesmo intervalo 
confirmou a interação AuNP-CALB e mostrou a dependência do desenovelamento 
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da conformação da CALB com a quantidade de AuNPs. A FIGURA 35 mostra o 
deslocamento batocrômico da fluorescência do Trp com as subsequentes adições 
das AuNPs. O max = 323 nm na ausência de AuNPs foi deslocado para max = 340 
nm com cAuNPs = 2,2 nmol L-1 (máxima cAuNPs adicionada). A magnitude do 
deslocamento de max da fluorescência do Trp é relacionada com a exposição dos 
resíduos de Trp ao meio aquoso 207. A interação com as AuNPs levou à mudanças 
de conformação com a exposição dos resíduos de Trp da CALB e dependeu da 
cAuNP adicionada. As adições de cAuNPs < 1,2 nmol L-1 apresentaram deslocamento 
de max menos intensos, atingindo max de 328 nm (espectro laranja . A partir de 
cAuNPs = 1,6 nmol L-1 (espectro rosa), os deslocamentos de max foram muito mais 
expressivos, indicando claramente danos à conformação da CALB. 
 Tanto a intensidade de fluorescência como o deslocamento de max do Trp 
são ferramentas bastante sensíveis para monitorar as mudanças de conformação 
da CALB 208. A redução da intensidade de fluorescência sem deslocamento do max 
do Trp é relacionado às interações que não promovem mudanças significativas na 
conformação da proteína 143. No entanto, alterações na intensidade de 
fluorescência e no deslocamento do max do Trp em um mesmo processo indica 
que as interações promoveram mudanças na conformação da proteína 209, 210. 
Portanto, nos sistemas analisados nesse estudo, foi confirmado que as interações 
AuNPs-CALB ocorreram em todas as concentrações de AuNPs adicionadas; 
porém, com mudanças conformacionais que dependeram da razão CALB/AuNP. 
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FIGURA 35.  Fluorescência do Trp normalizada em função das subsequentes adições de AuNPs 
na dispersão de CALB. 
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 Por último, o centro de massa espectral (< >) foi calculado a fim de definir o 
grau de desenovelamento da proteína com as subsequentes adições de AuNPs na 
dispersão de CALB. O < > é definido pela equação 4 de média ponderal a seguir 
211:  
                                             (equação 4) 
onde, Fi é a intensidade de fluorescência no i. O deslocamento de < > foi 
claramente mais expressivo com as maiores cAuNPs (FIGURA 36). Logo, isso 
significa que a estrutura terciária da CALB foi parcialmente desenovelada em cada 
cAuNPs adicionada, apresentando desenovelamentos discretos nas menores cAuNPs 
e seguido por um aumento expressivo em maiores cAuNPs. 



















FIGURA 36. Centro de massa espectral (< >) em função das subsequentes adições de AuNPs na 
dispersão de CALB. A estrela vermelha representa a mesma cAuNPs em CALB@AuNPs analisado 
nos resultados anteriores. 
 
Por último, estes experimentos de adição das alíquotas de AuNPs em CALB 
podem ser relacionados com as CALB@AuNPs caracterizadas nos primeiros 
resultados apresentados. Na mesma quantidade de AuNPs empregada (cAuNPs = 
1,3 nmol L-1) para formar as CALB@AuNPs, o deslocamento de < > mostrou que 
a CALB foi parcialmente desenovelada (estrela vermelha, FIGURA 36). Com isso, 
o comportamento de < > está de acordo com o deslocamento do max do Trp 
apresentado na FIGURA 29, onde o deslocamento havia indicado a mudança de 
82 
 
conformação da CALB. Portanto, confirmando as avaliações feitas neste trabalho, 
o < > mostrou que a CALB sofreu mudanças na sua estrutura terciária promovidas 
pelas interações com as AuNPs para formar as CALB@AuNPs, com parcial 
desenovelamento de sua estrutura, acarretando na redução da função catalítica.  
 
4.2.4. Conclusões parciais 
A CALB atuou como um agente estabilizante adequado para a síntese das 
AuNPs, obtendo nanopartículas estáveis e esféricas (SACALB@AuNPs). O estudo 
comparativo adicionando CALB em AuNPs estabilizadas por citrato previamente 
sintetizadas (CALB@AuNPs) apresentou características similares às 
SACALB@AuNPs. Por outro lado, olhando para a conformação da CALB, os efeitos 
causados pelas AuNPs apresentaram algumas distinções nas CALB@AuNPs e 
SACALB@AuNPs. As CALB@AuNPs exibiram menos mudanças na estrutura 
secundária da CALB em comparação com as SACALB@AuNPs, caracterizado por 
CD e depois confirmado pela atividade catalítica. Além disso, medidas de potencial 
zeta confirmaram a estabilidade coloidal superior para as CALB@AuNPs. Em 
seguida, diferentes razões CALB/AuNPs foram monitoradas e foi observado que a 
fluorescência do Trp dependeu da concentração de AuNPs e a partir de cAuNPs = 
1,2 nmol L-1 mudanças mais expressivas na conformação da CALB foram 
identificadas. Portanto, por meio de diferentes técnicas de caracterização, foram 
analisadas o efeito da CALB na estabilização de AuNPs e, ao mesmo tempo, o 
efeito das AuNPs nas propriedades de conformação e atividade catalítica da CALB. 
Por último, este trabalho pode ser utilizado como base para futuros estudos, por um 
lado, empregando enzimas como agentes estabilizantes para AuNPs e inserindo 
bio-funcionalidades nestas partículas e, por outro lado, para o estudo de estratégias 





4.3. ESTUDO DAS INTERAÇÕES ENTRE NANOPARTÍCULAS DE OURO E 
LISOZIMA E SEU IMPACTO NA FORMAÇÃO DE FIBRAS AMILÓIDES DO 
TIPO FOLHAS -PREGUEADAS  
 
4.3.1. Motivação do trabalho 
O estudo da influência das nanopartículas no mecanismo de formação de 
fibras amilóides tem atraído bastante a atenção devido às fibras de proteínas 
amilóides serem associadas a doenças degenerativas. As nanopartículas de ouro 
(AuNPs) são de grande interessante devido a sua superfície favorável para a 
adsorção de proteínas. No entanto, o entendimento do efeito das AuNPs nas fibras 
amilóides ainda é complexo visto que os resultados experimentais obtidos até agora 
têm mostrado que a adição das AuNPs pode tanto aumentar como reduzir a taxa 
de formação das fibras. Além disso, um dos grandes desafios não é apenas reduzir 
ou desfazer a agregação das proteínas, mas também reverter os processos de 
desenovelamento e levar as proteínas à sua conformação original. Com isso, nesta 
etapa do trabalho foram investigadas a formação de fibras amilóides de lisozima na 
presença de AuNPs assim como as interações entre as AuNPs e a lisozima tanto 
em sua forma fibrilar como globular. A lisozima foi utilizada por ter estrutura e 
propriedades muito bem conhecidas e por ser utilizada como enzima modelo para 
estudos in vitro envolvendo fibras amilóides 212, 213. Para alcançar o controle sobre 
o processo de fibrilação ainda é necessário um conhecimento mais aprofundado 
dos mecanismos associados ao processo de fibrilação. Dessa forma, este trabalho 
contribui para o estudo do uso de AuNPs nos processos de fibrilação de proteínas 
e fornecem informações sobre as complexas interações físico-químicas envolvidas 
entre as AuNPs e proteínas amilóides. 
 
4.3.2. Objetivos específicos  
- Estudar o mecanismo de formação no processo de fibrilação da lisozima; 
- Avaliar a influência das AuNPs em diferentes concentrações no processo 
de fibrilação da lisozima;  
                                                          
2 167. BARROS, H. R., KOKKINOPOULOU, M., RIEGEL-VIDOTTI, I. C., LANDFESTER, K. and 
THERIEN-AUBIN, H. Gold nanocolloid-protein interactions and their impact on beta-sheet amyloid 
fibril formation. Rsc Advances, 8, 980-986, 2018. 
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- Acompanhar a cinética do processo de fibrilação da lisozima por 
fluorescência do ThT e imagens de MET; 
- Elucidar as interações envolvidas entre as AuNPs e a lisozima na forma 
globular e fibrilar; 
- Avaliar as mudanças de conformação da lisozima e as interações com as 
AuNPs por espectroscopia de CD, fluorescência do Trp e do ThT, imagens de MET 
e ITC;  
- Contribuir para os estudos que procuram novas alternativas para 
tratamentos de doenças amilóides. 
 
4.3.3. Resultados e discussão 
 
A fibrilação da lisozima foi obtida pela adição de HCl (pH 2,0) e incubado a 
60°C sob agitação overnight de dispersões de lisozima nativa globular. A fibrilação 
pode ser acompanhada pelo aumento da opacidade na dispersão (inicialmente 
translúcida) com a formação das estruturas amilóides, as quais são agregados de 
superfície hidrofóbica compostos de estruturas do tipo folha- , conforme 
apresentado na imagem da FIGURA 37. Além disso, apesar das condições severas 
utilizadas para a fibrilação da lisozima (60°C e pH 2,0), não houve fragmentação de 
sua estrutura, conforme evidenciado pelo não aparecimento de outras bandas no 




FIGURA 37. Imagens das dispersões de (A) lisozima nativa globular e após a incubação em pH 2, 





FIGURA 38. Perfil de migração em gel de eletroforese da lisozima na conformação (A) globular em 
pH 7, (B) globular em pH 7 e após incubação a 60°C overnight e (C) fibrilar em pH 2 após 
incubação a 60°C overnight. Reproduzido de 167 com permissão da Royal Society of Chemistry. 
 
 As AuNPs utilizadas nos estudos de interação com a lisozima globular e 
fibrilar foram sintetizadas na presença de MPA como agente estabilizante, 
apresentando banda SPR em torno de 550 nm no espectro no UV-Vis (FIGURA 39 
(A)) e diâmetro médio de 4,4 ± 0,1 nm obtido por imagens de MET (FIGURA 39(B)). 
A distribuição de tamanho das AuNPs foi confirmada por medidas de DLS, onde foi 
caracterizado que a dispersão coloidal tem partículas de tamanho de 3-5 nm e 
alguns agregados com tamanhos de até 100 nm. 
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FIGURA 39. (A) Absorção da banda SPR no espectro UV-Vis e a respectiva (B) imagem de MET 




O efeito das AuNPs na formação e na estrutura de fibrilas amilóides de 
lisozima e as interações envolvidas foram investigadas seguindo duas estratégias 
diferentes. A estratégia 1 foi realizada pelo monitoramento da fibrilação da lisozima 
na presença das AuNPs a fim de investigar as interações com a lisozima globular 
e o seu efeito no mecanismo e cinética de formação das fibrilas. O mesmo 
experimento foi realizado na ausência das AuNPs como controle. Na estratégia 2, 
as AuNPs foram adicionadas nas fibrilas de lisozima previamente formadas a fim 
de estudar a interação entre as AuNPs e as fibrilas. A FIGURA 40 apresenta uma 
ilustração esquemática das estratégias 1 e 2 realizadas. As duas estratégias 
associadas contribuíram na elucidação das diferenças nas interações envolvidas 
entre as AuNPs e a lisozima nas suas conformações nativa globular e fibrilar -
amilóide. 
 
FIGURA 40. Ilustração esquemática das duas estratégias diferentes utilizadas no estudo de 
interação entre as AuNPs e a lisozima. Estratégia 1: fibrilação da lisozima na presença e ausência 
das AuNPs. Estratégia 2: estudo de interação entre as AuNPs e a lisozima na conformação 
globular e fibrilar. Reproduzido de 167 com permissão da Royal Society of Chemistry. 
 
Seguindo a estratégia 1, a fibrilação da lisozima foi realizada na presença e 
na ausência das AuNPs em diferentes concentrações. As concentrações de AuNPs 
(cAuNPs) de 0,07, 0,3 e 3,1 mg L-1 foram adicionas em dispersões de lisozima 
globular e, em seguida, submetidas as condições para promover a fibrilação. A 
cinética de fibrilação foi monitorada pela fluorescência da tioflavina T (ThT). O ThT 
é uma sonda fluorescente que se liga às estruturas do tipo folha- , levando ao 
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aumento da intensidade de fluorescência 121, 122. Conforme observado na FIGURA 
41, no tempo = 0, não houve fluorescência em nenhuma das amostras, indicando 
que não houve formação de estruturas agregadas de folhas -pregueadas ou fibras 
neste estágio. Além disso, um perfil sigmoidal foi observado com o aumento da 
fluorescência em função do tempo, característico de formação de fibras amilóides, 
para todas as amostras analisadas (FIGURA 41). Este perfil cinético foi 
satisfatoriamente ajustado pela equação 5. 
 
 
FIGURA 41. Cinética de fibrilação da lisozima monitorada pela fluorescência do ThT na presença 
de cAuNPs = 0 mg L-1 (curva preta), 0,07 mg L-1 (curva vermelha), 0,3 mg L-1 (curva azul) e 3,1 mg L-
1 (curva rosa). As linhas contínuas correspondem ao ajuste cinético dos dados utilizando a 
equação 5. Reproduzido de 167 com permissão da Royal Society of Chemistry. 
  
                                        (equação 5) 
 
onde, F e Fo são as intensidades de fluorescência, A é a amplitude da transição, k 
é a taxa aparente de formação das fibras, t é o tempo de incubação e t0,5 é o ponto 
médio da fase de crescimento das fibras. Além disso, o tempo de atraso (tlag) pode 
ser obtido pela relação tlag = t0,5 – 1/2k. Todos esses parâmetros são dependentes 
das condições utilizadas para promover a fibrilação, tais como a concentração de 
proteína, solvente, temperatura e pH. A equação 5 ajustou todas as curvas 
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adequadamente, fornecendo valores de k e tlag que estão apresentados na TABELA 
4 a seguir. 
 
TABELA 4 – Parâmetros cinéticos da fibrilação de lisozima na presença de AuNPs.a Reproduzido 
de 167 com permissão da Royal Society of Chemistry. 
cAuNP (mg L-1) k (min-1) tlag (min) 
0 0,21 ± 0,02 35 ± 1 
0,07 0,13 ± 0,06 80 ± 5 
0,3 0,15 ± 0,02 55 ± 3 
3,1 0,15 ± 0,02 56 ± 2 
 a Valores obtidos pelo ajuste cinético das curvas apresentadas na FIGURA 41 utilizando a 
equação 4. 
 
 Conforme observado pela FIGURA 41 e os respectivos parâmetros 
apresentados na TABELA 4, a fase de atraso, etapa que antecede a fase de 
crescimento das fibras e relacionada pelo parâmetro tlag, foi alterada e dependeu 
da cAuNPs. Os valores de tlag foram maiores para todas as cAuNPs em comparação 
com a fibrilação da lisozima na ausência das AuNPs. A adição das cAuNPs = 0,07mg 
L-1 levou ao aumento do tlag de 39 ± 1 min para 79 ± 4 min, em comparação com a 
fibrilação na ausência de AuNPs. As cAuNPs = 0,3 e 3,1 mg L-1 também apresentaram 
valores de tlag significativamente maiores (55 ± 3 e 56 ± 2 min, respectivamente) do 
que a cAuNPs = 0 mg L-1. Portanto, o início do crescimento das fibras amilóides foi 
desacelerado na presença das AuNPs. Porém, o aumento em tlag e os valores de k 
não seguiram uma relação direta com as adições de cAuNPs.  
A cinética de fibrilação da lisozima foi correlacionada com imagens de MET 
obtidas nos tempos = 0, 30 e 60 min para as cAuNPs = 0, 0,3 e 3,1 mg L-1 (FIGURA 
42). No tempo = 0, apenas agregados de proteína globulares foram observados em 
todas as amostras. A formação de protofibrilas e fibrilas foi observada no decorrer 
da fibrilação para todas as amostras. No tempo = 30 min, a presença de protofibrilas 
foi mais pronunciada na ausência das AuNPs (cAuNPs = 0 mg L-1) enquanto que as 
amostras contendo AuNPs apresentaram fibrilas coexistindo com agregados de 
proteína globulares. É interessante notar que neste estágio não foram observadas 
AuNPs livres; todas as AuNPs caracterizadas pelas imagens de MET foram 
encontradas incorporadas dentro das estruturas de lisozima globular ou fibrilar. 
Esta evidência foi confirmada pela análise de tomografia em MET, localizando 
precisamente a distribuição das AuNPs, conforme observado na FIGURA 43. As 
reconstruções 3D mostraram as AuNPs distribuídas por todo o volume das regiões 
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reconstruídas, dentro de ambas as estruturas globular e fibrilar da lisozima. Por 
último, no tempo = 60 min, foi observado a presença principalmente da estrutura 
fibrilar da lisozima com cAuNPs = 0 mg L-1. Por outro lado, na presença de AuNPs, 
algumas estruturas de lisozima globular ainda foram encontradas (FIGURA 42). 
 
 
FIGURA 42. Imagens de MET obtidas durante o processo de fibrilação da lisozima nos tempos 0, 





FIGURA 43. Reconstrução 3D obtidas por tomografia em MET da fibrilação da lisozima no tempo 
= 30 min com (A) cAuNPs = 0 mg L-1, (B) cAuNPs = 0,3 mg L-1 e (C) cAuNPs = 3,1 mg L-1 e os respectivos 
modelos de reconstrução 3D sobrepostos em (D), (E) e (F), onde a cor amarela representa a 
lisozima fibrilar, verde a lisozima globular e o vermelho as AuNPs. Reproduzido de 167 com 
permissão da Royal Society of Chemistry. 
 
 Correlacionando a cinética de fibrilação monitorada pela fluorescência do 
ThT e pelas imagens de MET obtidas em diferentes intervalos durante a fibrilação 
da lisozima, é possível elucidar os seguintes efeitos provocados na formação das 
fibras amilóides na presença das AuNPs. Os maiores valores de tlag provocados 
pela presença das AuNPs podem ser correlacionados com a formação dos grandes 
agregados de lisozima globular observados nas imagens de MET no tempo = 0. 
Este comportamento sugere que foi a interação entre as AuNPs e a lisozima 
globular no início do processo que levou à formação destas estruturas maiores. 
Com isso, a lisozima foi parcialmente adsorvida na superfície das AuNPs e, 
portanto, levou à diminuição da concentração total da lisozima livre na dispersão. 
A diminuição da concentração da lisozima em solução foi relacionada com o 
aumento do tempo de atraso na formação de fibras amilóides em outros trabalhos 
127, 214. Além disso, a relação com a diminuição da quantidade de proteína livre 
disponível e o aumento de tlag na fibrilação de proteínas também foi anteriormente 
observado para outros tipos de nanopartículas 215. 
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 As nanopartículas podem atuar como pontos de nucleação e fibrilação de 
proteínas amilóides, levando ao aumento do tlag 215, 216. O tlag pode depender da 
quantidade disponível e da natureza da superfície das nanopartículas, podendo 
inclusive levar a múltiplas camadas de proteína na superfície das nanopartículas 
216. Porém, neste estudo, apesar do aumento significativo em tlag para todas as 
amostras contendo AuNPs, o efeito promovido pelas cAuNPs não foi linear. Segundo 
demonstrado por Cabalero-Lago et al (2010), ocorre uma segunda taxa de 
nucleação e fibrilação promovidas pelos agregados de proteína adsorvidos na 
superfície das nanopartículas 215. Com isso, o comportamento cinético resultante 
pode ser explicado pelo balanço entre a primeira e a segunda taxa de nucleação 
observadas 215. Portanto, as AuNPs retardam a fibrilação da lisozima, mas, a partir 
de certo ponto com o equilíbrio atingido, as AuNPs podem atuar como precursores 
para a fibrilação, e a formação das estruturas folhas -pregueadas aumenta com 
as maiores quantidades de AuNPs. 
Para confirmar essas evidências, foram feitas medidas de dicroísmo circular 
(CD) ao final do processo de fibrilação FIGURA 44. As medidas de CD forneceram 
informações sobre as mudanças de conformação da lisozima com o processo 
fibrilação. O espectro da lisozima globular apresentou os dois sinais negativos em 
208 e 222 nm característicos da conformação -hélice 144. Após a fibrilação, na 
ausência e na presença das AuNPs, os espectros de todas as amostras 
presentaram perfil característico de conformação folhas -pregueadas, 
caracterizados pelo sinal positivo em 205 nm e o sinal negativo largo ao redor de 
225 nm 144. A elipticidade molar residual (MRE) da lisozima de conformação folhas 
-pregueadas aumenta com a adição de maiores cAuNPs. Com isso, em conjunto 
com a diminuição do tlag, sugere que as AuNPs promoveram a formação de maior 
quantidade de fibras amilóides a partir de um certo ponto posterior às fases de 
atraso mais longas, formando mais folhas -pregueadas ao final do processo de 
fibrilação. 
Além disso, os espectros de CD mostraram que a fibrilação da lisozima está 
de acordo com o mecanismo proposto para a formação de fibrilas -amilóides 129, 
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onde a lisozima globular com predominância de estruturas -hélice é desenovelada 
e, em seguida, as fibrilas de conformação folhas -pregueadas são formadas. 
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FIGURA 44. Espectro de CD da lisozima globular (espectro preto) e lisozima fibrilar ao final do 
processo de fibrilação contendo cAuNPs = 0 mg L-1 (espectro vermelho), cAuNPs = 0,07 mg L-1 
(espectro azul), cAuNPs = 0,3 mg L-1 (espectro rosa), cAuNPs = 3,1 mg L-1 (espectro verde). 
Reproduzido de 167 com permissão da Royal Society of Chemistry. 
 
 Uma vez elucidada a influência das AuNPs no mecanismo e cinética durante 
a fibrilação da lisozima e as interações envolvidas pela estratégia 1, a estratégia 2 
foi seguida a fim de elucidar a interação entre as AuNPs e a lisozima fibrilar e 
globular. Para isso, alíquotas de AuNPs foram adicionadas em dispersões de 
lisozima globular e fibrilar, variando a cAuNPs de 0 a 18 mg L-1, o que corresponde a 
uma variação de 0 a 3% da razão em massa entre as AuNPs e a lisozima. Na 
mesma faixa de cAuNPs utilizada na estratégia 1 (cAuNPs = 0 a 3,1 mg L-1), apenas 
uma variação pequena do sinal nos experimentos de fluorescência foi observada, 
em especial para as fibrilas e, por isso, foi explorado uma faixa maior de cAuNPs na 
estratégia 2. 
 Primeiramente, medidas de fluorescência do ThT foram feitas nas amostras 
de fibras contendo cAuNPs = 0 mg L-1 e cAuNPs 18 mg L-1 (FIGURA 45).  A adição das 
AuNPs levou a uma diminuição de aproximadamente 80 % na fluorescência do ThT 
sem apresentar deslocamento em max. Com isso, como a intensidade de 
fluorescência do ThT reduz significativamente, foi indicado que a quantidade de 
estruturas folhas -pregueadas na lisozima fibrilar foi reduzida após a adição das 
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AuNPs. O mesmo não aconteceu quando foi adicionado água, indicando que a 
redução da fluorescência do ThT foi devido ao efeito das AuNPs e não por 
simplesmente efeito de diluição. Além disso, medidas de CD confirmaram essa 
observação (FIGURA 46). O espectro de CD da lisozima globular não foi alterado 
significativamente com a adição das AuNPs (FIGURA 46(A)). Por outro lado, a 
adição de AuNPs nas fibrilas de lisozima previamente obtidas apresentaram um 
espectro de CD bem diferente ao da lisozima fibrilar com cAuNPs = 0 mg L-1 (FIGURA 
46(B)), sugerindo a redução das características de conformação folhas -
pregueadas.  
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FIGURA 45. Espectro de emissão de fluorescência do ThT em lisozima fibrilar com cAuNPs = 0 mg 
L-1 (círculos pretos fechados) e cAuNPs = 18 mg L-1 (círculos pretos abertos).  Reproduzido de 167 
com permissão da Royal Society of Chemistry. 
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FIGURA 46. Espectros de CD da (A) lisozima globular com cAuNPs = 0 mgL-1 (espectro preto) e 
após a adição de cAuNPs = 18 mg L-1 (espectro cinza) e (B) lisozima fibrilar com cAuNPs = 0 mg L-1 
(espectro preto) e após a adição de cAuNPs = 18 mg L-1 (espectro cinza). Reproduzido de 167 com 
permissão da Royal Society of Chemistry. 
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 Além disso, as mudanças na fluorescência dos resíduos de triptofano (Trp) 
forneceram informações muito interessantes. A fluorescência dos resíduos de Trp 
de proteínas são altamente sensíveis às mudanças no seu microambiente 213. A 
lisozima apresenta 6 resíduos de Trp 217. Conforme observado na FIGURA 47, o 
espectro de fluorescência do Trp apresentou max em 328 e 332 nm para a lisozima 
globular e fibrilar, respectivamente. O deslocamento para max maiores, associado 
à diminuição da intensidade de fluorescência do Trp após a fibrilação da lisozima, 
indicou que a proteína sofreu mudanças de conformação, expondo os resíduos de 
Trp ao meio. Com a adição das AuNPs, foi observado diminuição da intensidade 
de fluorescência do Trp sem o deslocamento em max tanto para a lisozima globular 
como para a fibrilar. Este fenômeno pode ser associado à supressão da 
fluorescência do Trp promovido pelas AuNPs sem haver a mudança de polaridade 
do microambiente do Trp. 
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FIGURA 47. Espectro de emissão de fluorescência do Trp da lisozima globular com cAuNPs = 0 mg 
L-1 (círculos pretos fechados) e cAuNPs = 18 mg L-1 (círculos pretos abertos) e lisozima fibrilar com 
cAuNPs = 0 mg L-1 (quadrados cinzas fechados) e cAuNPs = 18 mg L-1 (quadrados cinzas abertos). 
Reproduzido de 167 com permissão da Royal Society of Chemistry. 
 
A fluorescência intrínseca do Trp foi medida após cada adição das alíquotas 
das AuNPs. Dessa forma, as mudanças de conformação da lisozima foram estudas 
analisando a razão entre a fluorescência do Trp em 350 nm e em 330 nm (F350/F330) 
218, devido a relação que há entre a exposição dos resíduos de Trp e a sua max de 
emissão de fluorescência. O resíduo de Trp localizado dentro da proteína apresenta 
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max em menores comprimentos de onda (310-330 nm) do que o Trp encontrado na 
superfície em contato com a água (340-350 nm) 219. Dessa forma, um aumento na 
razão F350/F330 indica que há mudanças estruturais na proteína devido a exposição 
dos resíduos de Trp para um meio mais hidrofílico. A FIGURA 48 mostra que a 
adição das AuNPs não resultou em grandes mudanças na razão F350/F330 na 
dispersão de lisozima globular, indicando que a estrutura da lisozima globular não 
sofreu alterações com a adição das AuNPs. Por outro lado, a adição das AuNPs na 
dispersão da lisozima fibrilar levou ao aumento na razão F350/F330 
significativamente, indicando que houve a reorganização da conformação da 
lisozima com a exposição dos resíduos de Trp. Além disso, este comportamento 
também pode ser associado com uma forte interação entre os resíduos de Trp e 
AuNPs. Os resultados obtidos pela análise da razão F350/F330 estão de acordo com 
as informações discutidas pela análise das medidas de CD apresentadas na 
FIGURA 46. 
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FIGURA 48. Relação da intensidade de fluorescência do Trp obtidas em max = 350 e 330 nm com 
as subsequentes adições de cAuNPs em lisozima globular (círculos abertos) e fibrilar (círculos 
fechados). Reproduzido de 167 com permissão da Royal Society of Chemistry. 
 
 Em seguida, medidas de calorimetria de titulação isotérmica (ITC) foram 
realizadas para analisar a natureza das interações envolvidas entre as AuNPs e a 
lisozima globular e fibrilar. A FIGURA 49 apresenta os dados obtidos para as 
medidas de ITC titulando as dispersões de lisozima globular e fibrilar em dispersões 
de AuNPs. De forma bastante interessante, a titulação das dispersões de lisozima 
globular e fibrilar em AuNPs apresentaram variação de calor com comportamentos 
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opostos. A interação entre a lisozima globular e as AuNPs resultou em um processo 
exotérmico enquanto que a interação com as fibrilas apresentou um processo 
endotérmico de adsorção com as AuNPs.  
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FIGURA 49. Medidas de ITC obtidas da titulação de lisozima globular (círculos fechados) e fibrilar 
(círculos abertos) em AuNPs. Reproduzido de 167 com permissão da Royal Society of Chemistry. 
 
O comportamento de adsorção exotérmico observado com a lisozima 
globular sugere que as principais interações envolvidas com as AuNPs foram 
direcionadas por ligações de hidrogênio e interações eletrostáticas 2, 220. Além 
disso, esse comportamento é característico de processos envolvendo a adsorção 
de proteínas na superfície de nanopartículas sem mudanças significativas da 
conformação da proteína 2, 220. Por outro lado, o comportamento endotérmico 
observado para a titulação da dispersão de lisozima fibrilar em AuNPs sugere que 
a interação envolvida foi dirigida principalmente por fatores entrópicos 2. Este tipo 
de comportamento na interação nanopartícula-proteína é característico de 
processos envolvendo a dessolvatação da proteína, onde o aumento da entropia 
do sistema é favorável devido à desorganização das moléculas de água ao redor 
das nanopartículas 2. Além disso, em processos endotérmicos, as interações por 
ligação de hidrogênio não são favoráveis. Portanto, as interações das AuNPs com 
a lisozima globular e a fibrilar foram dirigidas por mecanismos de interação 
diferentes, conforme também havia sido observado pela razão F350/F330 da 
fluorescência do Trp.  
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 Por último, pelas imagens de MET apresentadas na FIGURA 50 foi 
observado que as AuNPs adicionadas estão envoltas tanto pela estrutura da 
lisozima globular quanto a lisozima fibrilar. As AuNPs foram localizadas dentro das 
estruturas de lisozima, indicando a afinidade das AuNPs com ambas as estruturas 
da lisozima, e não foram observadas mudanças morfológicas significativas com a 
incorporação das AuNPs. As reconstruções 3D obtidas por tomografia em MET 
evidenciaram as AuNPs inseridas dentro dos glóbulos e das fibrilas de lisozima 
(FIGURA 50 (B e E)). Portanto, apesar das modificações observadas na estrutura 
secundária e terciária da proteína, evidenciadas principalmente por CD (FIGURA 




FIGURA 50. Imagens de MET das AuNPs adicionadas em (A) lisozima globular e (D) fibrilar. 
Reconstruções 3D obtidas por tomografia em MET das AuNPs adicionadas em lisozima (B) 
globular e (E) fibrilar e os respectivos modelos de reconstrução 3D sobrepostos para a lisozima 
(C) globular e (F) fibrilar, onde a cor amarela representa a estrutura da lisozima fibrilar, verde a 







4.3.4. Conclusões parciais 
 Seguindo duas estratégias diferentes, foi possível elucidar as interações 
envolvidas e a influência provocada no mecanismo e cinética na fibrilação da 
lisozima na presença de AuNPs, assim como analisar as interações entre a lisozima 
globular e fibrilas pré-formadas com a adição de AuNPs. As AuNPs desaceleraram 
a fibrilação da lisozima, mas, após certo ponto com o equilíbrio atingido, a 
quantidade de estruturas folhas -pregueadas formadas aumentou com as maiores 
quantidades AuNPs. No entanto, a adição de AuNPs em fibrilas previamente 
formadas alterou as estruturas folhas -pregueadas, conforme observado pela 
modificação na fluorescência dos resíduos de Trp e pelas medidas de CD. Os 
estudos cinéticos realizados pelo monitoramento da fluorescência do ThT e 
imagens de MET mostraram que a formação das fibrilas de lisozima na presença 
das AuNPs foi alterada, resultando em fases de atraso mais longas antes do iniciar 
o processo de desenovelamento da proteína. Além disso, medidas de CD 
confirmaram a transição da conformação -hélice para folhas -pregueadas 
durante o processo de fibrilação, além de que mais lisozima com conformação 
folhas -pregueadas foi obtida na presença das AuNPs no estágio final da 
fibrilação. Ainda, o estudo das interações entre as AuNPs e a lisozima globular e 
fibrilar, analisadas por fluorescência do Trp e ThT e confirmadas por ITC e imagens 
de MET, mostrou que as interações envolvidas foram direcionadas por mecanismos 
de interação distintos e com variação de calor com comportamentos opostos. Além 
disso, a adição das AuNPs levou a modificação da estrutura da lisozima fibrilar, 
porém a desagregação das fibrilas não foi observada. Por último, estes resultados 
mostraram as complexas interações físico-químicas envolvidas entre as AuNPs e 









5. CONCLUSÃO GERAL 
As interações envolvidas na interface nano-bio entre os CTAB/AuNRs e a 
GA e a ChiS e entre as AuNPs esféricas e CALB ou lisozima globular e fibrilar foram 
identificadas e avaliadas. A investigação das propriedades de materiais 
nanobioconjugados e a elucidação das interações na interface nano-bio podem 
contribuir para o desenvolvimento de estudos que buscam novas metodologias 
para o uso seguro de AuNPs e para a elaboração de novos materiais com 
performance biológica aprimorada. Sendo assim, este trabalho contribui para o 
entendimento das mudanças de conformação e atividade catalítica de enzimas 
adsorvidas na superfície de nanomateriais, servindo como base para novos estudos 
que visam a aplicação de enzimas e polissacarídeos naturais na estabilização de 
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Imagens adicionais de MEV-HR dos (A e B) AuNRs, (C e D) GA@AuNRs e (E e 
F) ChiS@AuNRs. As imagens (A), (C) e (E) correspondem às imagens obtidas 
por elétrons secundários e as imagens (B), (D) e (F) correspondem às imagens 













Imagens adicionais de MET das (A e B) SACALB@AuNPs, (C e D) CALB, (E e F) 








Imagens adicionais de MET obtidas durante o processo de fibrilação da lisozima 
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